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Desde 1961 que a SARSTEDT desenvolve e produz produtos de alta qualidade para
a medicina e a ciéncia.

Descubra a nossa vasta gama de produtos nas paginas seguintes e obtenha também
preciosas dicas para otimizar ainda mais o processo de PCR.

Para assegurar a qualidade consistentemente elevada dos nossos produtos,
contamos com:

m Construcdo bem pensada de artigos e ferramentas para espessuras
de parede uniformes

m Selecdo de matérias-primas de alta qualidade
(p. ex., materiais de qualidade médica)

m Produgdo automatizada em condigdes de sala limpa

m Controlos de qualidade extensivos
(p. ex., testes de estanqueidade a 100%)

m Sistema de gestdo da qualidade certificado ISO 13485

m Colaboradores com excelente formagao

Juntos alcangamos a nossa excelente qualidade de produto ,Made in Germany*“.

Além da nossa gama standard, oferecemos também produtos de alto desempenho
fabricados de acordo com 0s mais recentes avangos tecnoldgicos, p. ex., para
alcancar propriedades de Low Binding para determinadas biomoléculas ou para
apresentar constantemente os mais altos graus de pureza. Para pedidos especiais,
também produzimos produtos personalizados. Ndo hesite em contactar-nos
diretamente se estiver interessado.

A sua equipa SARSTEDT
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Comecar ja — com a mais elevada pureza!

Condigdes de sala limpa, pessoal formado com vestuario de
protegao e processos de producdo automatizados s@o 0s
requisitos basicos para os padrdes de qualidade certificados
da SARSTEDT.

Com controlos de qualidade elaborados, que pedimos
regularmente a um laboratério independente, oferecemos
consumiveis que podem ser utilizados de forma fidvel sem
esforco adicional.

Hoje em dia, ainda existe um pouco a pratica comum de
autoclavar consumiveis. Muitas pessoas confundem produtos
estéreis com artigos isentos de DNA. Mas a esterilizagdo ndo
remove biomoléculas indesejadas, p. ex DNA, RNases ou
pirégenos. Mas o mais grave é que a autoclavagem pode

contaminar os artigos. Uma separagdo constante de
autoclaves para a esterilizagdo de residuos de laboratorio,
por um lado, e de consumiveis limpos, por outro, raramente
funciona permanentemente. Na atmosfera saturada de
vapor das autoclaves, plasmideos ou RNases sdo facilmente
transferidos dos residuos de laboratdrio previamente
autoclavados para os consumiveis efetivamente limpos.

Assim, evite a este trabalho adicional e arriscado e comece
imediatamente a usar 0s nossos consumiveis certificados
de alta pureza.

A qualidade dos plasticos para PCR é importante —
desempenho fiavel em todas as aplicacdes de (q)PCR
atraves de padrdes de producdo inovadores

Ao longo do nosso processo de fabrico centrado na PCR,
consideramos parametros-chave que tém um impacto na
qualidade dos artigos plasticos para PCR. Isto comega com
o design e construcdo de moldes precisos. Porque apenas
ferramentas moldadas com precisdo produzem artigos de
plastico extremamente homogéneos cuja uniformidade dos
pog¢os minimiza a variabilidade dos dados. Os produtos sdo
fabricados recorrendo a processos automatizados em areas
de producdo de alta pureza. Realizamos procedimentos de

limpeza elaborados, porque mesmo 0s mais infimos resquicios

de quimicos poderiam inibir a amplificacdo da PCR. O nosso
processo de produgdo, da moldagem a embalagem final, é
altamente automatizado em condicdes controladas em
unidades industriais protegidas por fluxo laminar.

Para o fabrico dos artigos SARSTEDT sdo usadas apenas

matérias-primas selecionadas da mais alta pureza e qualidade,

que cumprem uma vasta gama de diretrizes e normas

internacionais (comummente designadas de grau médico).
Selecionamos apenas fornecedores que sustentam a nossa
filosofia de maxima qualidade. Como é evidente, ndo séo
acrescentados aditivos, como bisfendis ou biocidas. Todos
os materiais foram cuidadosamente selecionados para a
respetiva aplicagdo e especialmente qualificados para
realcar o melhor dos nossos produtos.

0s nossos padrdes de producdo sdo sustentados por
controlos de qualidade eficazes, como p. ex. testes de
estanqueidade de cada poco individual ou a garantia da
geometria do artigo. Em particular, a consisténcia da nossa
qualidade, com a qual produzimos sempre espessuras de
parede uniformes, da-lhe a sequranca de receber sempre
resultados PCR precisos e reprodutiveis.
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Maxima pureza e
fiabilidade para analises
altamente sensiveis

Os artigos PCR Performance Tested

Performance Tested

DNA-/DNase-/RNase-/
PCR inhibitor-free

ENIDNIDS

A nossa certificacdo de pureza PCR
Performance Tested foi desenvolvida
especificamente para a analise do
acido nucleico. Todos os artigos com
certificagdo PCR Performance Tested
sdo testados por um laboratdrio
independente e estao isentos de DNA humano e bacteriano,
de DNases e de RNases, bem como de inibidores PCR. Os
testes adicionais para inibidores de PCR sdo importantes
para nds, pois os aditivos utilizados no fabrico de consumiveis
podem ter efeitos inibidores de PCR.

C‘Ennm.“

Também diversas substancias que podem ser facilmente
introduzidas nas suas amostras atuam como fortes inibidores
de PCR. Exemplos bem conhecidos sdo a hemoglobina ou

o etanol, frequentemente usado no isolamento dos acidos
nucleicos, por exemplo. No entanto, muitos inibidores de

PCR s&o também largamente desconhecidos. Por exemplo,

as amostras de expetoragdo apresentam frequentemente um
efeito inibidor da PCR, embora os componentes responsaveis
por isso ainda ndo tenham sido identificados. Os inibidores de
PCR tém um efeito particularmente grave se o efeito inibitorio
influenciar de forma diferente os diversos genes-alvo (p. ex.,
se a amplificagdo de um gene de manutengdo for mais ou
menos afetada do que a amplificacdo de um gene de interesse
analisado em paralelo). Por conseguinte, € melhor utilizar
apenas consumiveis que tenham sido testados quanto a
auséncia de inibidores de PCR.

Ao trabalhar com o RNA, as omnipresentes RNases
representam sempre um desafio. Ao contrario das DNases
relacionadas, muitas RNases ndao exigem cofatores, como o
Mg?*, para estar ativas. Além disso, as RNases sdo muito
estaveis e tém a capacidade de retornar a sua conformacao
original quando expostas ao calor.

Certificamos que os limites que se seguem sdo garantidos
pelos nossos artigos PCR Performance Tested:

DNA humano <0,5pg/pl

DNA bacteriano <0,02 pg/ul

DNase <1x10°U/ul

RNase < 1x10° Unidades Kunitz/ pl
Inibidores de PCR  <0,5 ciclo

Deslocagdo do valor C,

Biosphere® plus — 0 nosso extra em seguranca
Cada vez mais aplicagdes requerem

uma auséncia absolutamente fiavel de

| re/on/onee fRase/ | DNA ou outras biomoléculas. Por isso,

\ os produtos certificados Biosphere®
plus sd@o ainda submetidos a um

processo de descontaminagao validado.

0 tratamento com éxido de etileno (EtO) destréi qualquer DNA

potencialmente presente e outras biomoléculas, além de

esterilizar os artigos. Outros testes relativamente a auséncia

de pirégenos e ATP (dica: importante nos ensaios a base de

luminescéncia) completam a nossa certificacdo Biosphere®

plus.

A fim de excluir de forma fiavel mesmo a mais pequena
contaminacdo, certificamos que os seguintes valores-limite
dos nossos produtos certificados Biosphere® plus se mantém
garantidamente:

DNA humano <5,0 fg/ul

DNA bacteriano <0,2fg/ul

Esterilidade validada

de acordo comanorma  ISO 11135

ATP <1x10"2 mmol/ul
Pirdbgenos/endotoxinas <0,002 EU/ml

DNase <5x107 U/ ul

RNase <5x10"" Unidades Kunitz / ul
Inibidores de PCR < 0,5 ciclo

Deslocagdo do valor C,



Sensibilidade

aumentada

e melhor reprodutibilidade

As aplicacdes a base de fluorescéncia, como a PCR em tempo
real (qPCR), beneficiam das propriedades de reflexao
significativamente melhores dos consumiveis de PCR brancos,
especialmente quando se utilizam pequenos volumes. Além
disso, devido a coloragdo opaca, a luz fluorescente ja ndo se
perde através das paredes e, devido ao reflexo do corante
branco otimizado, a quantidade de luz fluorescente que chega
ao detetor é mais constante do com a utilizagdo de produtos
transparentes. Por conseguinte, ao repetir experiéncias ou
aplicar duplicados ou triplicados, pode conseguir-se uma
dispersdo significativamente menor.

Devido ao maior nivel de fluorescéncia dos consumiveis de
PCR brancos e aos efeitos de fundo constantes do fluoréforo
utilizado, é também conseguida uma melhor relacéo
sinal-fundo. A detecdo de luz fluorescente dispersa de
pocos vizinhos e, assim, no pior dos casos, uma detegao
falso-positiva é também impedida pela coloragdo branca
opaca.

No entanto, a maior vantagem dos consumiveis de PCR
brancos é a grande melhoria da sensibilidade em comparacéo
com o material transparente. A fig. 1 mostra que, para a
mesma quantidade de modelo e enzima, a intensidade de
fluorescéncia medida é significativamente mais elevada em
recipientes brancos do que em transparentes. Além disso,
mesmo o valor C,diminui de 24,87 £ 0,08 (transparente) para
23,40 £ 0,07 (branco), indicando que a detegdo das 1000
moléculas de modelo em recipientes brancos ocorre mais
cedo. Esta é outra grande vantagem, especialmente quando
apenas estdo disponiveis quantidades minimas de material

de partida.

Logo, ao passar de consumiveis de PCR transparentes para
brancos, é também possivel uma reducdo econémica no
volume das misturas experimentais. Assim, a quantidade de
reagentes utilizados (enzima, sonda, primer, etc.) pode ser
significativamente reduzida, baixando assim os custos com
0s reagentes.

A utilizacdo de consumiveis de PCR brancos traz vantagens
consideraveis. Por isso, ndo comprometa os seus resultados
apenas para permitir uma inspecao visual dos pogos a partir
do lado ou do fundo.

Comparacao do nivel de fluorescéncia de pogos brancos
e transparentes
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Fig. 1: Comparacéo do valor de fluorescéncia dos artigos 72.985.002
(transparente) e 72.985.092 (branco), cada um deles fechado com a
cadeia de tampas altamente transparente 65.989.002. Um fragmento
de 100 bp do plasmideo EmGFP (quantidade de modelo 1000
moléculas) foi amplificado num volume de 20 pl com o termociclador
Eppendorf realplex 4S (n=8).
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DNA e Protein Low Binding — para a maior recuperacao

da amostra

Devido a tendéncia para volumes de amostra cada vez mais
pequenos, aumenta a importancia de minimizar eventuais
interacdes dos analitos com os recipientes. A utilizagdo
crescente de consumiveis de PCR para outras aplicacdes
também requer frequentemente a méxima recuperagao de
amostras. Particularmente na preparagdo e no
armazenamento de amostras de acido nucleico (de baixa
concentracdo) e na preparacao de séries de diluicdo, é dada
grande importancia a garantia de conseguir recuperar todas
as biomoléculas dos pocos.

No campo da analise de proteinas ou peptideos na area da
espectrometria de massa, onde sdo usados normalmente
frascos de vidro e recipientes de PP comuns, a perda de
peptideos e proteinas é um fendmeno bem conhecido. A
utilizagao de produtos Protein Low Binding permite recuperar
significativamente mais proteinas ou peptideos para analises
subsequentes. As enzimas que podem ser usadas também
permanecem ativas, porque a superficie dos artigos Protein
Low Binding também reduz a desnaturagdo das enzimas

Protein Low Binding — Representagao
comparativa das perdas médias de proteina:

Taxa de recuperacao de IgG-FITC depois de um armazenamento de 24 h

100,0
90,0
80,0 o
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0 = == _ -
0,0

SARSTEDT Concorrente Concorrente Concorrente Concorrente Concorrente
1 2 3 4 5

Fig. 2: 8 unidades de 125 pl de uma solugao de conjugado de
IgG-FITC (1,0 pg/ml em PBS; Sigma Aldrich, ref.2 F9636) foram
armazenadas durante 24 horas em artigos com Protein Low Binding
da SARSTEDT e em 5 artigos da concorréncia. Depois da incubagéo,
100 pl de cada unidade foram transferidos para placas ELISA pretas
(SARSTEDT, ref.2 82.1581.220), previamente bloqueadas, durante,
pelo menos, 2 h com 1 Roti-Block (Carl Roth, ref.2 A151.4) e medidas
no leitor de placas Infinite 200 pro (Tecan). A experiéncia foi repetida
em 3 dias consecutivos. Ao contrario da maioria dos produtos da
concorréncia testados, o armazenamento nos artigos SARSTEDT
Protein Low Binding ndo leva a perdas significativas. Um produto da
concorréncia também apresentou uma elevada taxa de recuperagao.

através da interagdo com a parede do recipiente. Assim que

a concentracdo de proteinas cai abaixo de um nivel critico,
regra geral, fica inviabilizada a analise de proteinas fiavel com
recipientes de reacdo convencionais. A utilizacdo de produtos
Protein Low Binding também proporciona a maxima fiabilidade
na imunoprecipitagdo, na purificagdo ou no isolamento de
proteinas e no armazenamento de amostras de proteinas,

de peptideos ou de anticorpos.

As baixas propriedades de ligacao dos nossos produtos aos
acidos nucleicos ou peptideos/proteinas resultam da
utilizagdo de matérias-primas e de um tratamento fisico
especiais. Obviamente que ndo sao utilizados revestimentos
com silicone ou substancias similares para alcangar as
propriedades especiais.

Oferecemos produtos fabricados de acordo com os mais
recentes avancgos tecnoldgicos com propriedades DNA
Low Binding e Protein Low Binding.

DNA Low Binding — Representacao
comparativa das perdas de DNA:
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Controlo A B C D
Ciclo SARSTEDT
. Controlo . Fornecedor A . Fornecedor C
. SARSTEDT . Fornecedor B . Fornecedor D

Fig. 3: Foram cheios 10 recipientes de teste para cada um de varios
fornecedores com 100 pl de uma solugdo de DNA de plasmideo
(concentragdo: 104 copias/pl) e agitados a 37 °C.

Depois do tempo de incubagdo de 3 horas, foi determinado o contetido
de DNA através de PCR em tempo real.

Neste diagrama, esta representada, a titulo de exemplo, uma das

10 séries de ensaios.



Placas para PCR Multiply®
da SARSTEDT - Maxima
fiabilidade
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BIOSPHERE®
PLUS

Placas para PCR com saia — Maxima eficiéncia
e variabilidade reduzida

12892 +13
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Caracteristicas e vantagens

m Paredes de pogo uniformes e extremamente finas permitem m A producdo em condicdes de sala limpa e os testes
uma transferéncia de calor homogéneo e maxima rapidez. bioldgicos conduzidos de forma independente permitem
Isto garante resultados fidveis e altamente reproduziveis. as excelentes certificagdes de pureza PCR Performance

~ . ) Tested e Biosphere® plus.
m As dimensdes em conformidade com ANSI permitem a P P

utilizagao em sistemas automatizados. m Teste de estanqueidade a 100 % em cada pogo, para

. méaxima seguranga das amostras.
m O rebordo elevado a volta de cada pogo protege contra a g ¢

contaminacdo cruzada, permite uma selagem segura com m Facil e sequro de empilhar para aproveitar melhor
peliculas, proporcionando protecdo contra perdas por 0s espacos de armazenamento limitados.
evaporagao.

m Uma rotulagem alfanumérica preta facilita a identificagdo
e a rastreabilidade das amostras em caso de enchimento

manual.
Placa para PCR de 96 pocos com saia Legenda
Cor
Designacgao Cor Pureza I(ES:Ib/aI?fSB Ref. O s
ranco
Placa para PCR de 96 10/ 100 72.1980 Transparente
poGgos com saia ’ Embalagem
Placa para PCR de 96 1/ 20 72.1980.201 UV Mais pequeno
poGos com saia subembalagem
ol PCR de 96 de um artigo
p:;::spca;r; saia ¢ o 10/100 72.1980.010 IK  Caixa de cartdo interior,
no IK o UV é embalado
Placa para PCR de 96 pocos 10/ 100 72.1980.700 UK Caixa de cartdo exterior,

com saia, DNA Low Bindin . ~ h
9 a caixa de cartdo exterior

é geralmente também a
Outras variantes de cor e com cddigo de barras a pedido. quantidade minima de

As cadeias de tampas e os filmes de fecho adequados encontram-se nas paginas 24-27. encomenda
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Placa para PCR com saia Protein Low Binding

No campo da anélise de proteinas ou peptideos na area da entrada de amostras e armazenamento das mais pequenas
espectrometria de massa, onde sao usados normalmente quantidades de amostras no intervalo de temperaturas
frascos de vidro e recipientes de PP comuns, a perda de negativas (-20 °C a -80 °C). Além disso, as placas s&o ideais
peptideos/proteinas é um fenémeno bem conhecido. Assim para utilizagdo em imunoprecipitagdo, purificacdo ou

que a concentracgado de proteinas cai abaixo de um nivel critico, isolamento de proteinas e preparagdo ou armazenamento de
a analise com recipientes de reagdo convencionais deixa de amostras de proteinas, peptideos ou anticorpos.

ser possivel. Por isso, oferecemos placas com rebordo de

96 pocos Protein Low Binding para preparacdo de amostras,

oL
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Taxa de recuperacdo de IgG-BSA depois de um armazenamento de 24 h
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8x de 125 pl de uma solugdo de conjugado de BSA-FITC (1,0 ug/ml
em PBS; ThermoFisher Scientific, ref.2 A23015) foram armazenadas
durante 24 horas em artigos com Protein Low Binding da SARSTEDT
e em 5 artigos da concorréncia. Depois da incubacgdo, 100 pl de cada
unidade foram transferidos para placas ELISA pretas (SARSTEDT,
ref.2 82.1581.220), previamente bloqueadas, durante, pelo menos,

2 h com 1 Roti-Block (Carl Roth, ref.2 A151.4) e medidas no leitor de
placas Infinite 200 pro (Tecan). A experiéncia foi repetida em 3 dias
consecutivos. Ao contrario da maioria dos produtos da concorréncia
testados, o armazenamento nos artigos SARSTEDT Protein Low
Binding ndo leva a perdas significativas. Um produto da concorréncia
também apresentou uma elevada taxa de recuperacao.

Placa para PCR de 96 pocos com saia

Designacgao

Placa para PCR de 96 pocos
com saia, Protein Low Binding

Cadeias de tampas para PCR

A0

AN

AT

Cor

Pureza

Embalagem
(UV/IK/UK)

10/ 100

120 / 480

Ref.

72.1980.600

65.989.002

Dica

Para o armazenamento de
amostras, recomendamos a tampa
com as cadeias de tampas
compativeis 65.989.002.
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BIOSPHERE®
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Placas para PCR com meia saia — High Profile
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INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

> Perfil: High Profile

> Volumes de pogo méaximos: 0,2 ml
AN

7

Canto cortado: A12
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Caracteristicas e vantagens

Paredes de pogo uniformes e extremamente finas permitem
uma transferéncia de calor homogéneo com maxima
rapidez. Isto garante resultados fiaveis e altamente
reproduziveis.

0 rebordo elevado a volta de cada pogo protege contra a
contaminacgao cruzada, permite uma selagem segura com
peliculas, proporcionando protecdo contra perdas por
evaporacgao.

Uma rotulagem alfanumérica preta facilita a identificacdo
e a rastreabilidade das amostras em caso de enchimento
manual.

A producdo em condicdes de sala limpa e os testes
bioldégicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificagGes de pureza PCR Performance
Tested e Biosphere® plus.

Teste de estanqueidade a 100 % em cada poco,
para maxima seguranga das amostras.

Facil e sequro de empilhar para aproveitar melhor
0s espacos de armazenamento limitados.

Placa para PCR de 96 pogos com meia saia

. - Embalagem
Designacao Cor Pureza (UV/IK/UK) Ref.
Placa pa_ra PFZR de 96 pocos 10/50/100 72.1979
com meia saia
Placa para PCR de 96 pocos 1/10/20  72.1979.201
com meia saia
Placa para PCR de 96 pocos O 10/50 /100  72.1979.010
com meia saia
Placa para PCR de 96 pocos
K com meia saia e codigo de 10/50/100 72.1979.003
= barras
Placa para PCR de 96 pocos 10/50/100 72.1979.700

com meia saia, DNA Low Binding

com meia saia e tampa plana

5/25/100 72.1979.102

P H"mmﬂli i i’ ' Placa para PCR de 96 pogos

f' (' ' Placa para PCR de 96 pocos

com meia saia e tampa plana

5/50/ 100 72.1979.132

Outras variantes de cor e com coédigo de barras a pedido.
As cadeias de tampas e os filmes de fecho adequados encontram-se nas péginas 24-27.
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Placas para PCR com meia saia — Low Profile

Caracteristicas e vantagens

m Paredes de pogo uniformes e extremamente finas permitem
uma transferéncia de calor homogéneo com maxima
rapidez. Isto garante resultados fidveis e altamente
reproduziveis. o

10,82 £03 99 203

m As dimensdes em conformidade com ANSI permitem a
utilizagao em sistemas automatizados.

11,58 +03

3 § i1R2

A 10 1
m O rebordo elevado a volta de cada pocgo protege contra = A g%mw@@@@wj
a contaminacdo cruzada, permite uma selagem segura 000000

(@

com peliculas, proporcionando protecdo contra perdas QOO LOOOBEG
por evaporacao. i G ) 00 5

: S S e ﬁhf?@ﬁj

m Uma rotulagem alfanumeérica preta facilita a identificagdo
OO ECOCE

e a rastreabilidade das amostras em caso de enchimento FYYYYYOLYVOQOY
WoYoYe) mwwwm mwwm m
manua|_ &SN\

\\:

m A producgao em condicBes de sala limpa e os testes
bioldgicos conduzidos de forma independente permitem A A
as excelentes certificagGes de pureza PCR Performance
Tested.

m Teste de estanqueidade a 100 % em cada pocgo, para
maxima seguranga das amostras.

m Facil e sequro de empilhar para aproveitar melhor
0s espagos de armazenamento limitados.

INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

> Perfil: Low Profile
> Volumes de pogo méaximos: 0,1 ml
> C

anto cortado: A1
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Placa para PCR de 96 pocos com meia saia

Placa para PCR de 96 pogos 10/50/100 72.1981

com meia saia

Placa para PCR de 96 pocos O 10/50/ 100 72.1981.010
com meia saia

Placa para PCR com meia saia

JAEDY
Lightcycler 480, 96 pocos O 10/50/100 72.1982.252

Outras variantes de cor e com cédigo de barras a pedido.
As cadeias de tampas e os filmes de fecho adequados encontram-se nas paginas 24-27.
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Caracteristicas e vantagens

Facil de cortar se o volume de amostras for baixo ou se
forem necessérios formatos de 24 pogos ou 48 pogos.

Paredes de pogo uniformes e extremamente finas permitem
uma transferéncia de calor homogéneo com maxima
rapidez. Isto garante resultados fidveis e altamente
reproduziveis.

As dimensdes em conformidade com ANSI
permitem a utilizagdo em sistemas automatizados.

0 rebordo elevado a volta de cada pogo protege contra
a contaminagdo cruzada, permite uma selagem segura
com peliculas, proporcionando protegédo contra perdas
por evaporacao.

Placas para PCR sem saia — High Profile

CERTIFIED,

Uma rotulagem alfanumérica preta facilita a identificagéo
e a rastreabilidade das amostras em caso de enchimento
manual.

A producdo em condigdes de sala limpa e os testes
bioldgicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificacdes de pureza PCR Performance
Tested.

Teste de estanqueidade a 100% em cada poco,
para méxima seguranca das amostras.

Facil e seguro de empilhar para aproveitar melhor
0S espacos de armazenamento limitados.

INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

> Perfil: High Profile

> Volumes de pogo méaximos: 0,2 ml
N\

7

Canto cortado: H12
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SARSTEDT

Placa para PCR de 96 pogos sem saia

) . Embalagem
Designacao Cor Pureza (UV/IK/UK) =

Placa para PCR de 96 10/50/100 72.1978

poGgos sem saia

Placa para PCR de 96 0
poGos sem saia

10/50/100 72.1978.010

Variantes de cor a pedido.
As cadeias de tampas e os filmes de fecho adequados encontram-se nas paginas 24-27.
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Placas para PCR sem saia — Low Profile
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Caracteristicas e vantagens

m Facil de cortar se o volume de amostras for baixo ou se
forem necessarios formatos de 24 pocos ou 48 pogos.

m Paredes de pogo uniformes e extremamente finas permitem
uma transferéncia de calor homogéneo com méxima
rapidez. Isto garante resultados fidveis e altamente
reproduziveis.

m As dimensdes em conformidade com ANSI permitem
a utilizagcdo em sistemas automatizados.

m O rebordo elevado a volta de cada pogo protege contra
a contaminagdo cruzada, permite uma selagem segura
com peliculas, proporcionando protecdo contra perdas
por evaporacgao.
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INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

> Perfil: Low Profile

> Volumes de pogo méaximos: 0,1 ml
AS

7

Canto cortado: H12

Uma rotulagem alfanumérica preta facilita a identificagéo
e a rastreabilidade das amostras em caso de enchimento
manual.

A producdo em condigdes de sala limpa e os testes
biolégicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificacdes de pureza PCR Performance
Tested.

Facil e seguro de empilhar para aproveitar melhor os
espacos de armazenamento limitados.

Designacgao

Placa para PCR de 96

poGOoSs sem saia

Placa para PCR de 96 pogos sem saia

Embalagem

Cor Pureza (UV/IK/UK)

Ref.

10/20/100 72.1977.202

Placa para PCR de 96

pogos sem saia

10/20/100 72.1977.232
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NINUDS

Placas para PCR de 384 pocos
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e T -

= : INFORMAQE)ES SOBRE O PRODUTO
AAAT ] 1
0 £ i I
Eé;éé § ! > Perfil: Low Profile
2838 32 3| > Volumes de pogo méximos: 40 pl
G '_: >

MO
4
X

Canto cortado: A24 ou A24 e P24

ETE-®.

23x4.5=903.5

Caracteristicas e vantagens

= Paredes de pogo uniformes e extremamente finas
permitem uma transferéncia de calor homogéneo
com maxima rapidez. Isto garante resultados fidveis
e altamente reproduziveis.

m As dimensdes em conformidade com ANSI permitem
a utilizagdo em sistemas automatizados.

15x4 5675

m O rebordo elevado a volta de cada pogo protege contra
a contaminagdo cruzada, permite uma selagem segura
com peliculas, proporcionando protegdo contra perdas

por evaporacgao.

1213 4.3

i Sen0nS - = Uma rotulagem alfanumeérica preta facilita a identificacdo

PCEERN e a rastreabilidade das amostras em caso de enchimento
T a manual.

m A producdo em condicBes de sala limpa e os testes
M 54 bioldgicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificages de pureza PCR Performance
L Tested.

@148

9.6
d

Placa para PCR de 384 pocos com saia

Designacao Cor Pureza I(ElTvgill(a/gljlr(‘; Ref.

Placa para PCR de 384 25/ 50 72.1984.202
pocos com saia

Placa para PCR de 384 O 25/50/100 72.1985.202

pogos com saia
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Placas para PCR Multiply® — Tabela de compatibilidade

Quantidade de pogos 96 96 96 96 96 384
Meia saia/Saia sem sem Meia Completo Meia Completo
Perfil High High High Low Low -

72.985 72.1978 72.1979 72.1980 72.1981 72.1984.202

72.1978.010 72.1979.010 72.1980.010 72.1981.010
72.1979.003 72.1980.201

Ref.? placas para PCR 72.1979.201 72.1980.600
72.1979.700 72.1980.700
72.1979.102
72.1979.132
Amersham Biosciences®/ GE Healthcare®
MegaBACE 500 /1000 DNA Analysis System °
MegaBACE 4000 DNA Analysis System °
Analytik Jena® / Biometra®
FlexCycler? 96 Well )
gTOWER 2.0/2.2 SP [ ] [ ] [ ]
SpeedCycler? 96 Well SP & SPR ° ° )
TAdvanced [ °
TOne [ ] [ ] [ ]
TOptical [} [} °
TRobot 96 Well ® [} °
TRobot 384 Well °

Familia TProfessional 96 Well (exceto TRIO)
Familia TProfessional 384 Well (exceto TRIO) )
Applied Biosystems® / Life Technologies®

GeneAmp® 2700, 2720 [ ] [ ]

GeneAmp® 7500 / 5700 [ ] [ )

GeneAmp® 9600 [} [} °

GeneAmp® 9700 ° ° )

GeneAmp® 9800 FAST Block )

PE 2700 [ ] [ ]

PE 9600 [ ° °

PE 9700 [ [ °

Prism® 2720 [} [}

Prism® 7000 / 7700 [ ] [ ]

Prism® 7300 / 7500 [ ]

Prism® 7500 Fast °

Prism® 7900HT [ ] ®
Prism® 7900 Fast )

Prism® 7900HT Fast ° °
QuantStudio™ (3, 5,6, 7 e 12) [ ] ®

StepOne Plus™ ®

Veriti® 96 Well / 384 Well [ )
Veriti® Fast 96 Well [ )

ViiA7™ [ ]

310 Genetic Analyser [} ° ™y

3100 / 3130 Genetic Analyser [} ° ™y

3500 / 3500XL Genetic Analyser [ ] 'Y

3700 / 3730 / 3730XL Genetic Analyser ) ® ®*

PeqlLab®

peqSTAR 96 [] [ °

peqSTAR 384 [
Thermo Fisher Scientific®

MultiBlock System ° ° ®
PCR Sprint ° °
A tabela de compatibilidade representa uma recomendacao de utilizagdo Legenda:

para os produtos indicados. Chamamos a atengdo para o facto de estes
artigos ndo serem testados por noés por rotina quanto a sua compatibilidade El = recomendado
com os aparelhos enunciados. Nao se trata, por isso, de uma propriedade = ndo ¢é feita nenhuma verificagdo *com adaptador indicado da ABI

garantida do produto.
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Placas para PCR Multiply® - Tabela de compatibilidade

96 pré-
tidade d
Quantidade de pogos TS
Meia saia/Saia sem
Perfil High
Ref.? placas para PCR 72.985

BioRad® / MJ Research®

CFX96 Touch™ Real-Time PCR

CFX384 Touch™ Real-Time PCR

CFX Automation System II

T100™ Thermal Cycler [}
S1000™ Thermal Cycler
C1000Touch™ Thermal Cycler
iCycler iQ™ Thermal Cycler
iQ4™ Thermal Cycler

iQ5™ Thermal Cycler
MyCycler™ Thermal Cycler
Chromo4™

Opticon™, Opticon2™

BaseStation™

Corbett Research® / Qiagen®

Palm Cycler 96 Well

Palm Cycler 384 Well

Eppendorf®

Mastercycler® nexus °
Mastercycler® ep realplex

Mastercycler® gradient [}

Mastercycler® ep gradient
Mastercycler® pro °
Ericom®

Deltacycler

SingleBlock

TwinBlock

MWG®

Primus 96 Well

Primus 384 Well

The Q-Lifecycler

Roche®

Lightcycler® 96 System

Lightcycler® 480 System

Stratagene® / Agilent®

AriaMx Real-Time PCR System

Mx3000P™ [ ]
Mx3005P™
Mx4000™ [
Gradient Cycler

Robocycler 384 Well

Techne®

Cyclogene

Flexigene

Genius / Genius Quad

OMN-E

PCR Express [ ]
Primus 96

Px2 / PXE

Quantica

TC412 / TC512

Touchgene / Touchgene Gradient

96

sem
High

72.1978
72.1978.010

96

Meia

High
72.1979
72.1979.010
72.1979.003
72.1979.201
72.1979.700
72.1979.102
72.1979.132

96

Completo
Low

72.1980

72.1980.010
72.1980.201
72.1980.600
72.1980.700

96

Meia
Low

72.1981
72.1981.010

384 96

Completo

72.1984.202

384

Meia Completo

"Lightcycler" "Lightcycler"

72.1982.252 72.1985.202
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Tiras de tampas para PCR
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Caracteristicas e vantagens

Indicadas para fechar placas e strips para PCR.

Tiras de tampas altamente transparentes e otimizadas
para PCR em tempo real e outras aplicacdes a base de
fluorescéncia.

As tiras de tampas otimizadas entre si e as placas
oustrips para PCR garantem uma vedagdo perfeita.

Orientagdo simples devido a indicacdo do sentido nas
extremidades das tiras de tampas.

325 £025
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Dica

Para o armazenamento de
amostras em placas para PCR
recomendamos o fecho com tiras
de tampas para facilitar a abertura
e o fecho.

Compatibilidade universal das tiras de tampas tanto
com strips como com placas para PCR.

A producado em condicdes de sala limpa e os testes
bioldgicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificages de pureza PCR Performance
Tested e Biosphere® plus.

Tiras de tampas para PCR

Designagao

Tiras de tampas
para PCR

Tiras de tampas
para PCR

Tiras de tampas
para PCR

Cor

Embalagem

(UV/UK) Ref.

Pureza Indicado para

72.1978
72.1978.010
72.1979
72.1979.010
72.1979.003
72.1979.201
72.1979.700
72.1980
72.1980.010
72.1980.201
72.1980.600
72.1980.700
72.1981
72.1981.010
72.985.002
72.985.092
72.985.992

12/ 240 65.989

120/ 480 65.989.002

72.1979.102
72.1979.132
72.1982.252

12 /1200 65.1998.400
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Folhas adesivas de fecho

A selagem hermética de microplacas de polipropileno,
poliestireno e policarbonato evitam a evaporagao e protegem
amostras durante a aplicagao, armazenamento de amostras
e envio requer materiais de filme feitos sob medida.

Tem a sua disposicdo diversas folhas adesivas de fecho
SARSTEDT especialmente desenvolvidas para os altos
requisitos em PCR, armazenamento de substancias ativas e
triagem de alto rendimento. Todas as folhas adesivas sdo
produzidas em condicdes de sala limpa para evitar a
contaminacdo com DNases/RNases e acidos nucléicos.

Folhas adesivas de elevada transparéncia para PCR
quantitativo em tempo real (qPCR) // REF 95.1999

As finas folhas adesivas de 50 um s&o revestidas com um
adesivo transparente e sem riscos que adere apenas
ligeiramente a temperatura ambiente. Isto simplifica o
manuseamento. Uma aderéncia forte sé ocorre quando a
pelicula é pressionada e leva a menores perdas por
evaporacao.

m Folha de elevada transparéncia feita sob medida para PCR
em tempo real (QPCR) e outras aplicages baseadas em
fluorescéncia.

m Vedacdo segura com adesivo inovador.

m Sem aderéncia incémoda as luvas durante a aplicagdo
da pelicula

m Protecdo ideal da amostra através da cola encapsulada

Folhas Adesivas transparente para PCR quantitativo
em tempo real (qPCR) // REF 95.1993

A folha é composta por um filme de poliéster transparente de 50
um de espessura, revestido com uma fina camada de adesivo.

m Elevada transparéncia

m Elevada protecdo contra a evaporagao

Folha adesiva transparente para PCR // REF 95.1994
Folha ética transparente para PCR

m Ideal para armazenar materiais de amostra até -70°C.

m Extremamente robusta e resistente

—

—
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Folha adesiva resistente e transparente para
armazenamento de amostras // REF 95.1992

m Ideal para armazenamento de amostras até -80 °C
m Folha removivel =

m Elevada resisténcia a solventes como DMSO

Folha de aluminio adesiva para PCR e
armazenamento de amostras // REF 95.1995

A folha de aluminio resistente ao calor, robusta e perfuravel de .
38 um de espessura € caracterizada por um elevado nivel de >
protecdo contra a evaporacao e alta resisténcia a solventes.
As tiras de aplicacdo laterais perfuradas podem ser facilmente
separadas apds a aplicacdo.

m A folha de aluminio é facilmente perfurdvel com
pontas de pipeta.

m Ideal para armazenar material de amostra/
substancias ativas até -70°C.

Propriedades

Intervalo de Embalagem

temperatura funcional  (UV/UK) Ref.

Descrigdo do dispositivo Aplicagdo Propriedades especiais Optico Perfuravel

Adesivo altamente transparente
e sensivel ao calor, taxas de + ndo -80°C a 100°C 100/ 1 95.1999
evaporagdo mais baixas

Folha adesiva qPCR de gPCR, analises
elevada transparéncia visual de fluorescéncia

Material fino, = o o
Folha de PCR transparente PCR, gPCR . ) + ndo -40°Ca120°C 100/ 1 95.1993
alta nitidez visual

PCR, armazenamento  Forte poder adesivo, N
Folha de PCR transparente P o L, + nado -70°Ca105°C 100/ 1 95.1994
de amostras elevada resisténcia quimica
Perfuravel, protegdo contra
, . . Armazenamento .
Folha de aluminio adesiva luz para amostras, elevada - sim -70°Ca105°C 100/ 1 95.1995
de amostras, PCR A .
resisténcia quimica
Extremamente robusta,
taxas de evaporagdo + nao -80°Ca 120°C 100/ 1 95.1992
mais baixas

Armazenamento

Folha de vedacdo transparente
¢ P de amostras, PCR

Qual a folha certa para a minha aplicagao?

Aplicacao Especificagdo para aplicagao Produto perfeito Perfuravel Removivel

maior transparéncia e seguranga da amostra . .
95.1999 nao sim
(cola encapsulada)

PCR e PCR em tempo real (qPCR) excelente transparéncia e adesivo padréo 95.1993 ndo sim
Transparéncia padrdo e seguranga para amostras 95.1994 nao sim
maior transparéncia e seguranga da amostra . )

Ensaios baseados em fluorescéncia (cola encapsulada) 95.1999 nao sim

e luminescéncia P ) - ~ .
excelente transparéncia e adesivo padrdo 95.1993 nao sim
Armazenamento de amostras sensiveis a luz 95.1995 sim médio

Armazenamento de amostras
Armazenamento padrdo de amostras a -80°C 95.1992 nao sim

Protegdo contra a evaporagéo (PCR) Transparéncia padrdo e seguranga para amostras 95.1992 nao sim
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Confortavelmente pré-carregadas — A alternativa
as placas de quadro de policarbonato para PCR
de 2 componentes
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124015

INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

Volumes de pogo maximos: 0,2 ml

mndunl .
liliiEE
._ > Perfil: High Profile
DOV TOTOO .
N OODOOOONDD >
OO | -
BB aRaRS |
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15193

12 strips de PCR pré-carregadas em
tabuleiro de trabalho para PCR com
certificagao de pureza maxima

Caracteristicas e vantagens

m Versdo Biosphere® plus, em embalagem
esterilizada individual

m Pode fechar-se com tiras de tampas
altamente transparente
REF 65.989

= Quadro de policarbonato

m Utilizavel em RackSystem (ver pag. 37)

Strips de PCR de 96 pogos em tabuleiro de trabalho

. ~ Embalagem
Designacao Cor Pureza (UV/UK) Ref.
Strips de PCR de 96 pogos
em tabuleiro de trabalho 1/20 72.985
Tiras de tampas para PCR, 12 / 240 65.989

Biosphere® plus
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Strips de PCR com tiras de tampas em separado

XXX
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INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

Perfil: High Profile

N\
7
> Volumes de pogo méaximos: 0,2 ml

Caracteristicas e vantagens

\ m Tiras de tampas otimizadas entre si e as strips de
PCR garantem uma vedacgdo perfeita.

m Nao se torcem, nao se vergam, nao se partem — as
barras de ligagdo reforcadas impedem que as strips de
PCR figuem bambas.

: m Orientacdo simples devido a indicagdo do sentido nas
_ . extremidades das tiras de tampas (saliéncia de um lado).
. - m Paredes de pogo uniformes e finas permitem uma

transferéncia de calor homogénea e com maxima rapidez.
Isto garante resultados fidveis e altamente reproduziveis.

m Compatibilidade universal das tiras de tampas tanto com
strips como com placas para PCR.

m A producdo em condicBes de sala limpa e os testes
bioldgicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificages de pureza PCR Performance
Tested e Biosphere® plus.

Strips de PCR de 8 pocos sem tampa acoplada Legenda
Cor
Designagao Cor Pureza I(ELTVt}aJ?(g))em Ref. v "
ermelho

Strips de PCR de 8 pogos 120 / 480 72.985.002 B Verde

sem tampa acoplada ’ ’ H Auwl

Strips de PCR de 8 pogos 120 / 480 72.985.092 B Pdrpura

sem tampa acoplada ’ ’ [0 Branco

Strips de PCR de 8 pogos 120 / 480 72.985.992 Transparente

sem tampa acoplada ’ : Embal

mbalagem
Tiras de tampas altamente 120 / 480 65.989.002 UV Mais pequeno
transparente subembalagem
de um artigo

Outras variantes de cor a pedido. IK  Caixa de cartdo interior,

no IK o UV é embalado

UK Caixa de cartdo exterior,
a caixa de cartdo exterior
é geralmente também a
quantidade minima de
encomenda
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Caracteristicas e vantagens

Tiras de tampas otimizadas entre si e as strips
de PCR garantem uma vedacgdo perfeita.

Paredes de pogo uniformes e finas permitem uma

transferéncia de calor homogénea e com méaxima rapidez.

Isto garante resultados fidveis e altamente reproduziveis.

A producdo em condicdes de sala limpa e os testes
biolégicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificacdes de pureza PCR Performance
Tested.

Embalagem combinada incluindo tiras de tampas.

Strips de PCR com tiras de tampas em separado

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO

> Perfil: Low Profile
N\
7

Volumes de pogo maximos: 0,1 ml

ol
i
M
i
i
4
—

il

Strips de PCR de 8 pocos sem tampa acoplada

Designacao Cor Pureza fgvb/ﬂ%em Ref.

Strips de PCR de 8 pogos

sem tampa acoplada 125/ 1250 72.982.002
Strips de PCR de 8 pocos 0 125 / 1250 72.982.092

sem tampa acoplada
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PCR BIOSPHERE®
Performance Tested PLUS
| o e |

CERTIFIES

Strips de PCR com tampa acoplada

Caracteristicas e vantagens
m Maior seguranga sem comprometer o manuseamento INFORMAQOES SOBRE O PRODUTO

— a protecdo anticontaminagdo integrada impede
0 contacto acidental com o interior da tampa.

Perfil: High Profile

m N&o se torcem, ndo se vergam, ndao se partem

N
/

> Volumes de pogo maximos: 0,2 ml
m As barras de ligagdo reforgadas impedem que as 4 Pog

strips de PCR fiquem bambas.

m Tampa plana com muito espago para escrever.

m Paredes de pogo uniformes e finas permitem uma
transferéncia de calor homogénea e com méaxima rapidez.
Isto garante resultados fidveis e altamente reproduziveis.

m A producgao em condicBes de sala limpa e os testes
bioldgicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificagdes de pureza PCR Performance
Tested e Biosphere® plus.

i dqdy
'i"iiii

Strips de PCR com tampa acoplada

. ~ Embalagem
Designagao Cor Pureza (UV/UK) Ref.
Strips de PCR de 8 pocos 120 / 480 72.991.002
com tampas acopladas
Strips de PCR de 8 pocos 120/ 480 72.991.992
com tampas acopladas
Strips de PCR de 4 pocos 120/ 480 72.990.002
com tampas acopladas
Strips de PCR de 4 pogos 120/ 480 72.990
com tampas acopladas
Strips dea PCR de 4 pocos 120/ 480 72.990.992
com tampas acopladas

Strips de PCR Low Profile (0,1 ml) com tampas acopladas

. ~ Embalagem
Designacao Cor Pureza (UV/UK) Ref.
Strips de PCR de 8 pocos 120/ 480 72.991.103

com tampas acopladas
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BIOSPHERE®
PLUS
o

cerririeo

Tubos individuais de PCR com tampa acoplada

Caracteristicas e vantagens
m Maior seguranga sem comprometer o manuseamento INFORMAQOES SOBRE 0 PRODUTO

- a protecdo anticontaminagdo integrada impede
0 contacto acidental com o interior da tampa.

> Perfil: High Profile
m Recipientes de 0,5 ml adequados para usar com o
o fluorémetro Qubit™ > Volumes de pogo maximos: 0,2 ml e

0,5ml

m Tampa plana com muito espago para escrever.

m Paredes de pogo uniformes e finas permitem uma
transferéncia de calor homogénea e com méxima rapidez.
Isto garante resultados fidveis e altamente reproduziveis.

m A produc¢ao em condicBes de sala limpa e os testes
bioldgicos conduzidos de forma independente permitem
as excelentes certificages de pureza PCR Performance .

Tested e Biosphere® plus. / _y 6

Dica

Por principio, deve encher sempre

o bloco do ciclador de forma
simétrica para conseguir uma
distribuicdo uniforme da pressao da
tampa do ciclador nos recipientes
de PCR, bem como uma distribuicdo
mais homogénea do calor.

Tubos individuais de PCR com tampa acoplada

Embalagem

(UV/UK) Ref.

Designacgao Cor Pureza

Tubos individuais para PCR de

0,2 ml com tampa acoplada 500/ 2000 72.737.002

Tubos individuais para PCR de

0,2 ml com tampa acoplada 250 / 2000 72737

Tubos individuais para PCR de

0,2 ml com tampa acoplada 50073000 72737992

Tubos individuais para PCR de

0,5 ml com tampa acoplada 500/ 2000 72.735.002

Tubos individuais para PCR de

0,5 ml com tampa acoplada 100/1000 72.735.100

Tubos individuais para PCR de
0,5 ml com tampa acoplada

500 / 3000 72.735.992
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Sistemas inteligentes de rack e pipetagem

Refrigeragao fiavel das suas amostras -
rack para PCR IsoFreeze®

A preparacao das amostras costuma exigir que estas sejam
refrigeradas de forma continua e fidvel. Por isso, para as
aplicagdes mais sensiveis a temperatura, a SARSTEDT
disponibiliza com os racks IsoFreeze® PCR uma estagao

de pipetagem e armazenamento com controlo fiavel da
temperatura.

Caracteristicas e vantagens

= Mudanca de cor nitida de lilds para rosa ao sair do intervalo
de temperatura ideal (a partir de 7 °C).

m Risco minimo de contaminag&o, uma vez que o
armazenamento da amostra dispensa gelo.

= A uma temperatura ambiente normal, a temperatura da
amostra mantém-se dentro do intervalo ideal durante até
3 horas (com a tampa colocada)

m Placas e cadeias para PCR, bem como recipientes isolados,
de formato 8x 12 para 0,1 ml e 0,2 ml, ou de formato 6x 4,
indicadas para recipientes de reagdo de 1,5 mle 2 ml

IsoFreeze®
Rack IsoFreeze® PCR,
Formato de 96 pocos 2/1 95.984
Rack IsoFreeze® MCT, 171 95983

Formato de 24 pogos
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RackSystem da SARSTEDT - A estacdo de armazenamento
e de pipetagem flexivel

Caracteristicas e vantagens

m Sistema flexivel de 2 componentes composto
por tabuleiro de trabalho e estacdo de base

m Manuseamento agil de strips de PCR e tubos
individuais, uma vez que podem ser transferidos
para o termociclador com o tabuleiro de trabalho

m Organizagdo facil do laboratério devido as
diferentes opgOes de cores da estagdo base

Acessorios

Tabuleiro de trabalho de

96 pocos 5/100 95.987.002
Estagdo de base transparente 5/ 75 95.988

Estagdo de base vermelha 5/75 95.988.001
Estacdo de base azul 5/75 95.988.002
Estagdo de base verde 5/75 95.988.003

Estagdo de base amarela 5/75 95.988.004
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Dicas/ diretrizes para PCRs bem-sucedidas

Recomendacgdes gerais

m Armazenar sempre o DNA em tampdo Tris-EDTA (pH 8)

Diretrizes para a utilizacao de primer

m Regra geral: Estabelega uma concentragdo final de

e ndo em agua para evitar a degradacao.

Utilizar pontas de pipeta com filtros e usar luvas para
evitar contaminacdes (cruzadas).

Evitar pipetar as misturas de reagdo em camaras de
fluxo laminar ventiladas, uma vez que isso aumenta
o0 risco de contaminacgdes cruzadas.

Pipetar as misturas de reagao num local limpo, que
seja utilizado para o menor nimero possivel de outras
aplicagBes de biologia molecular.

Adicionar a DNA polimerase como o ultimo componente
ao pipetar a mistura de reagao.

Evite descongelar e voltar a congelar repetidamente

os nucledtidos (dNTPs), pois isto pode destrui-los.
Recomenda-se a aliquotagem de nucleétidos (e de primer)
e 0 armazenamento das aliquotas a -70 °C.

Para a amplificagdo, calcule um minuto de alongamento
por 1 kb de modelo de DNA.

Utilizar consumiveis certificados isentos de DNA, DNase/
RNase e inibidores de PCR, e evite a autoclavagem dos
consumiveis antes da sua utilizacdo, uma vez que, ao
fazé-lo, estara a correr o risco de contaminar os
produtos com biomoléculas indesejadas.

Exponha os produtos da PCR a luz UV durante o menor
tempo possivel ao cortd-los do gel, para evitar a ocorréncia
de erros na sequéncia de DNA.

Diretrizes para a utilizacao do modelo de DNA

Sdo necessarias aproximadamente 100 cdpias do

modelo para se conseguir a detecdo do produto da PCR

em 25-30 ciclos. Use, pelo menos, 40 ciclos se for provével
que haja menos de 10 cdpias do modelo de DNA.

Regra geral: Aplique concentracdes de modelo de

1 pg -1 ng ao usar DNA plasmideo e 1 ng —1 pug ao

usar DNA gendmico. Concentragdes mais elevadas do
modelo reduzem a especificidade da reagdo e aumentam,
assim, a ocorréncia de produtos ndo-especificos da PCR.

Verifique fotometricamente a pureza do modelo de DNA
(o quociente 260 nm/280 nm deve ser maior ou igual a
1,8) para assegurar que o0 modelo ndo esta contaminado
com inibidores de PCR e utilizar um kit de isolamento

de DNA ou execute uma precipitacdo por etanol, se for
detetada contaminagao.

Se necessario, verifique através de uma eletroforese
em gel se 0 modelo de DNA esté degradado.

primer de 0,05—1 uM por primer. Concentra¢des mais
elevadas de primer aumentam a ocorréncia de produtos
nao-especificos da PCR devido a ligagdo nao-especifica
dos primers. Muitas vezes, uma concentracao de 0,2 uM
por primer é 6tima na reagéao final.

Os primers devem ter, de preferéncia, um comprimento
entre 20 e 30 nucleotidos.

A percentagem de GC dos primers deve situar-se
idealmente entre 40% e 60% e as moléculas de GC devem
estar distribuidas uniformemente ao longo do comprimento
do primer. Para otimizar a amplificacdo de produtos da
PCR com elevada percentagem de GC, pode adicionar-se
DMSO a mistura de reacdo. Se forem utilizados aditivos,

p. ex. DMSO, as temperaturas de recozimento podem ter de
ser ajustadas, uma vez que concentracdes elevadas podem
enfraquecer a ligagdo do primer. Neste caso, use a menor
concentracao possivel e ndo exceda 10% na mistura
experimental.

As temperaturas de recozimento (Tm) do par de primers
utilizado ndo devem diferir mais de 5 °C entre elas e devem
estar dentro de um intervalo de temperatura entre 50 °C e
72 °C.

Use uma temperatura de recozimento 0-5 °C inferior a
Tm calculada do primer com a Tm mais baixa.
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Lista de verificagao para detecao de falhas na PCR

Problema Causa possivel

Inibidores de PCR na
mistura de reagdo

N&o ha produto de amplificacdo 0 modelo PCR esta degradado

Condig0es de reacao
ndo-ideais

Componente esquecido
na mistura de reagao

Reagentes contaminados
(p. ex., agua)

Condig0es de reacao
nado-ideais

Produtos de amplificagao
ndo-especificos

Demasiado Mg?* na mistura
de reagao

0 modelo PCR estad degradado

Solucao

Use consumiveis certificados isentos de DNA, DNase/RNase
e inibidores de PCR. Verifique fotometricamente a pureza do
modelo de DNA para obter uma indicagdo se o modelo esta
contaminado com inibidores de PCR (fenol, proteinase K,
K*, Na*, etc.). Se o quociente 260 nm/280 nm for inferior

a 1,8, use um kit de purificagdo de DNA ou execute a
precipitagao por etanol para eliminar eventuais inibidores
de PCR presentes.

Dilua o modelo (e assim os inibidores de PCR) e, em
alternativa, aumente a concentragao de DNA polimerase.

Verificar por eletroforese em gel se existe algum modelo de
PCR degradado. Execute um novo isolamento do modelo se

encontrar indicios de um DNA inicial degradado (mancha de
DNA, banda demasiado pequena, etc.). Minimize o corte do

DNA durante o isolamento. Armazene o modelo de DNA em

tampao Tris-EDTA (pH 8) para evitar a sua degradacgao.

A temperatura de recozimento pode ter sido demasiado alta,
o tempo de desnaturagdao demasiado longo ou o numero de
ciclos demasiado baixo. Otimize a temperatura de recozimento
diminuindo-a gradualmente em incrementos de 1-2°C,
desnature o DNA inicialmente durante 3 minutos (tempos de
desnaturacdo demasiado longos podem degradar o ADN) e
durante 30 segundos nos ciclos de reagdo e/ou acrescente

5 ciclos.

Repita a PCR.

Os reagentes da PCR (muitas vezes a agua utilizada)
podem ter sido acidentalmente contaminados durante os
procedimentos de pipetagem anteriores. Use reagentes
da PCR frescos.

Pode ter sido usada uma temperatura de recozimento
demasiado baixa, um numero de ciclos demasiado elevado

ou um tempo de extensdao demasiado longo. As temperaturas
de recozimento demasiado baixas favorecem uma ligagdo
ndo-especifica de primer. Por meio de um gradiente de
temperatura, tente determinar a melhor temperatura de
recozimento que produza o produto de PCR mais limpo.
Numeros excessivamente elevados de ciclos também levam,
por vezes, a amplificacdo de produtos nao-especificos da PCR.
Se ocorrerem produtos ndo-especificos da PCR, experimente
retirar 5 ciclos. Os longos tempos de alongamento também
favorecem uma amplificagdo nao-especifica. Dependendo do
tamanho do produto da PCR, defina um tempo de
alongamento tdo preciso quanto possivel (para a amplificacdo
por modelo de DNA de 1 kb, as polimerases Tag requerem
cerca de um minuto de extensao).

Concentragdes demasiado elevadas de Mg?* aumentam a
probabilidade de ocorréncia de uma ligacédo nao-especifica de
primer e, assim, a formagdo de produtos de PCR indesejados.
Neste caso, reduza a quantidade de Mg2+ usada.

Verificar por eletroforese em gel se existe algum modelo de
PCR degradado. Execute um novo isolamento do modelo se
encontrar indicios de um DNA inicial degradado (mancha de
DNA, banda demasiado pequena, etc.). Minimize o corte do

DNA durante o isolamento. Armazene o modelo de DNA em

tampao Tris-EDTA (pH 8) para evitar a sua degradagao.
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