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Conteudo do kit

N.° de cat. 260101 260102

Kit Tml 5ml
QlAcuityDx Universal MasterMix 1x 1180 pl 5x 1180 pl
MgClp, 200 mM 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
RNase-free water 2x1,9ml 5x 1,9 ml
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Transporte e armazenamento

O QlAcuityDx Universal MasterMix Kit ¢ expedido em gelo seco. Deve ser armazenado
imediatamente apés ser recebido, a uma temperatura entre -30 e -15 °C num congelador de
temperatura constante. Se qualquer componente do QIAcuityDx Universal MasterMix Kit ndo
chegar ao destino em estado congelado, se a embalagem exterior tiver sido aberta durante
o transporte ou se a remessa ndo contiver uma nota de embalagem ou os reagentes,
contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN ou os distribuidores locais (visite-nos em

www.giagen.com).

Quando armazenado corretamente, o QIAcuityDx Universal MasterMix Kit mantém-se

estdvel até ao prazo de validade impresso na etiqueta.

Nao utilize se for armazenado fora das especificacdes, se a embalagem tiver sido

danificada ou se forem visiveis outros sinais de deterioracdo ou mau funcionamento.

Estabilidade na utilizacdo

Uma vez abertos, os reagentes podem ser armazenados nas respetivas embalagens
originais a uma temperatura entre -30 e -15 °C até ao fim do prazo de validade indicado
na embalagem. A descongelacdo e a congelagdo repetidas devem ser evitadas. Né&o

exceda um méximo de cinco ciclos de congelacdo/descongelagdo.

Os reagentes devem ser totalmente descongelados & temperatura ambiente (15-25 °C)

durante um mdximo de 30 minutos antes da utilizacdo.
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Utilizacdo prevista

O QIAcuityDx Universal MasterMix Kit é um conjunto de reagentes de mistura principal
dPCR para utilizagdo geral pronto a utilizar com o instrumento QlAcuityDx Four, em
conjunto com reagentes especificos de ensaio associados como parte de procedimentos de

teste de diagnéstico validados.

O QlAcuityDx Universal MasterMix Kit ndo é um dispositivo automatizado e destina-se a ser

utilizado em laboratério por pessoal com a devida formagdo.
O QlAcuityDx Universal MasterMix Kit destina-se a ser utilizado em diagnéstico in vitro.

O tilizador é responsdvel por validar o desempenho do sistema quanto a quaisquer
procedimentos utilizados no respetivo laboratério que ndo estejam abrangidos pelos estudos
de desempenho da QIAGEN.

Ingredientes ativos

ConcentragGo
Reagente Nome Ingrediente ativo (% p/p)
Mistura principal QlAcuityDx Universal MasterMix  QuantiNova® DNA Polymerase  12%
(5,6 U/pl)
dNTP Mix (10 mM cada) 10%
Cloreto de magnésio  MgClp, 200 mM Nenhum -
Agua Agua isenta de RNase Nenhum -
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Este produto cumpre os requisitos do Regulamento Europeu (EU) 2017/746 relativo aos
dispositivos médicos para diagnéstico in vitro (RDIV).

a)
m

=
>

V| Dispositivo médico de diagndstico in vitro
Nomero de catélogo

Nomero do material

LOT Nomero de lote

GTIN Nomero global de item comercial

Identificagdo Gnica do dispositivo

CONT Contetdo
COM Componente
NiUmero

Data de fabrico

S8

-~

n R refere-se & revisdo do Folheto do produto e n ao nimero da reviséo

<

n V refere-se a versdo do Folheto do produto e n ao ndmero da versdo

Data limite de utilizacdo

)
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Limites de temperatura

Fabricante legal

Consultar as instrucdes de utilizacdo

S

Contém reagentes suficientes para <N> reacdes
<N>

2z
'~

Proteger da luz

@ Aviso

Perigo para a sadde

N/
2
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Informacdes de seguranca

Ao trabalhar com substéncias quimicas, use sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartéveis e éculos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de
dados de seguranca (FDS) adequadas. Estas estdo disponiveis online no formato PDF
prdtico e compacto em www.giagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar e
imprimir a FDS de cada kit QIAGEN® e dos componentes do kit.

Tenha em atencdo que poderd ser necessdrio consultar os regulamentos locais para
comunicar incidentes graves, que possam ter ocorrido em relagdo ao dispositivo, ao

fabricante e & autoridade reguladora da drea de afetagdo do utilizador e/ou do paciente.

Os espécimes e as amostras sdo potencialmente infeciosos. Elimine os residuos de amostras

e dos ensaios de acordo com os procedimentos de seguranca locais.

O QlAcuityDx Universal MasterMix Kit contém QuantiNova DNA Polymerase, que é
produzida através de um processo de fermentagdo bacteriana. A enzima é purificada dos
micrébios no final do processamento para remover qualquer fonte residual de material

potencialmente infecioso.
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Universal MasterMix

Conteddo: 2-metilisotiazol-3(2H)-ona; 1,2,4+riazol. Pode provocar uma reacdo alérgica cutdnea.
Pode afetar a fertilidade ou o nascituro. Pedir instrucdes especificas antes da utilizagdo. Néo
manusear enquanto as precaucdes de seguranca n&o tiverem sido todas lidas e compreendidas.
Usar luvas de protegdo/vestudrio de protecdo/protegdo ocular/protecéo facial. Em caso de
exposicdo ou suspeita de exposicdo: Obter assisténcia/aconselhamento médico. Armazenar num
local fechado a chave. Eliminar o conteddo/recipiente num local de eliminagdo de residuos
aprovado.

Informagdes para casos de emergéncia

CHEMTREC
EUA e Canadd: 1-800-424-9300

Fora dos EUA e do Canadd: +1 703-527-3887
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Descri¢do e principio

O QIAcuityDx Universal MasterMix Kit é constituido por uma mistura principal de dPCR
pronta a utilizar que contém quimica de reagdo em tampdo de PCR e corante de referéncia

patenteado, assim como tubos separados de cloreto de magnésio 200 mM (MgCly) 100%
p/p e dgua isenta de RNase 100% p/p.

Uma lista completa de materiais a serem utilizados com o QlAcuityDx Universal MasterMix

Kit pode ser encontrada no Manual do utilizador do QIAcuityDx System.

Este protocolo é ofimizado para a quantificacdo de alvos de ADN ou ADNc utilizando o
QlAcuityDx Universal MasterMix Kit com sondas TagMan® numa reacdo singleplex ou

multiplex utilizando o QlAcuityDx System.
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Notas antes de comegar

e E fornecido como componente do QlAcuityDx Universal MasterMix Kit um corante

fluorescente para detecdo fidvel do preenchimento adequado da particdo nas

nanoplacas compativeis com QlAcuityDx.

Para obter o méximo de eficiéncia no ensaio de dPCR utilizando sondas TagMan,
os amplicons devem fer, idealmente, 60-150 pb de comprimento. A semelhanga
do que acontece na gPCR, também podem ser utilizados amplicons mais longos.

No entanto, o desempenho do ensaio pode ser prejudicado.

Antes de realizar andlises multiplex, escolha combinagées adequadas de corantes
repérter e supressores que sejam compativeis com andlises multiplex utilizando a

dtica de detecdo do instrumento QIAcuityDx Four (consulte a Tabela 1).

Importante: E aplicada uma correcéo de diafonia integrada as imagens geradas
pelo instrumento QlAcuityDx Four. Esta corre¢do visa minimizar os efeitos da
sobreposicdo espectral entre canais éticos vizinhos e fluoréforos. A utilizagdo de
corantes ndo compativeis pode resultar numa correcdo de diafonia abaixo do

ideal.

Tabela 1. Canais éticos e fluoréforos compativeis para o instrumento QlAcuityDx Four

Canal Excitacéo (nm) Emissdo (nm) Fluoréforos compativeis
Green 463-503 518-548 FAM™

Yellow 514-535 550-564 HEX™

Orange 543-565 580-606 TAMRA™

Red 570-596 611-653 ROX™

Crimson 590-640 654-692 Cy5®

e Devem ser utilizados supressores ndo fluorescentes com cada sonda. Podem ser

utilizadas sondas com dupla supressdo para melhorar os rdcios sinal-ruido em

certos ensaios.
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® Recomenda-se que o desenvolvimento do ensaio seja iniciado com as condi¢cdes de

ciclagem e concentragdes de primer especificadas neste protocolo. As condicdes de
ciclagem de PCR devem comegar com uma etapa de incubagdo inicial de 2 minutos
a 95°C para ativar a QuantiNova DNA Polymerase no QIAcuityDx Universal
MasterMix Kit.

Para maior facilidade de utilizagdo, recomendamos que seja preparada uma
concentragdo igual ou superior a 10x de mistura de primer-sonda contendo primers e
sonda especificos do alvo para cada um de seus alvos. Uma mistura de primer-sonda
de 10x é constituida por 1-8 pM de primer direto, 1-8 pM de primer inverso e
0,5-4 pM de sonda em tampdo TE com EDTA baixo (0,1 mM).

Pode ser necessdrio fragmentar o modelo de ADN com comprimento médio >30 kb
por digestdo de restricdo antes da criacdo de particdes. A fragmentacdo enzimdtica
de ADN de maior dimensdo garante uma distribuicdo uniforme do modelo em toda
a nanoplaca compativel com QIlAcuityDx, o que, por sua vez, garante uma
quantificagdo exata e precisa. A digestdo por restricio ndo é necessdria no caso do
ADN altamente fragmentado (por exemplo, ADN FFPE ou ADN circulante) ou do
ADNc. Deve-se ter cuidado ao utilizar enzimas que ndo corfem dentro da sequéncia

amplificada, sendo, portanto, recomendadas enzimas de restricdo.

As quantidades de entrada de amostra devem basear-se nos nimeros de parti¢do da
nanoplaca, com um limite superior de 5 cépias por particio ao utilizar a detegéo
baseada na sonda TagMan (Tabela 2). O intervalo ideal de cépias/particdo situa-se
entre 0,5-3. Se o nimero de cépias ndo puder ser determinado antes do inicio da
experiéncia, recomenda-se que seja realizada uma experiéncia de titulagdo inicial

para determinar a quantidade ideal de entrada de amostra.

Tabela 2. Ndmero méximo de cépias por reagéo por tipo de placa

Limite superior Max. ndmerode  Mdx. nimero de

Nomero de  de cépias por ~ Volume Volume de copias por volume  cépias estimado
Tipo de placa particdes reagdo andlisado (pl)  reagéo total (pl)  analisado por reagéo
Nanoplacas de 8,5k 8500 5 2,9 13 42.500 170.000
Nanoplacas de 26 k  26.000 5 24,0 42 130.000 217.000
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Procedimento

Descongele QlAcuityDx Universal MasterMix, cloreto de magnésio, modelo de ADN ou
ADNc, mistura de primer-sonda e dgua isenta de RNase & temperatura ambiente durante

um maximo de 30 minutos.

2. Misture cada uma das solugdes agitando em vértex & velocidade mdxima durante
3-5 segundos. Os tubos devem ser centrifugados brevemente apds a mistura para

recolher os liquidos no fundo dos tubos.

3. Prepare uma mistura principal de ensaio para o nimero de reacdes necessdrias de
acordo com a Tabela 3, menos o modelo/controlo sem modelo (NTC). Néo é necessdrio
manter as amostras em gelo durante a preparacdo da reagdo ou nas etapas

subsequentes.
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Tabela 3. Preparagdo recomendada de mistura principal do ensaio

Volume/poco Volume/pogo
(nanoplacas de 24/96 pogos, (nanoplacas de 24 pocos,
Componente 8,5k 26 k) Concentragdo final
QIAcuityDx Universal 3,3 pl 11l Tx
MasterMix
MgClp, 200 mM 0,41 pl* 1,38 pl* 6,28 mM*
10x mistura de primer- 1,32 plt 4,4 It 0,1-0,8 pM de
sonda primer direfo
(por ensaio)t 0,1-0,8 pM de
primer inverso
0,05-0,4 pM de
sonda
Enzima de restricdo Até 1yl Até 1yl 0,025-0,25 U/pl
(opcional)
Agua isenta de RNase Varidvel Variavel
Modelo de ADN ou ADNc  varigvelt Variavelt
(adicionado na etapa 5)
Total 13,2l 44 pl

*Concentracdo inicial recomendada, o volume pode variar dependendo da ofimizagéo.

TO volume pode variar, dependendo da concentracdo da mistura de primer-sonda utilizada e da concentragdo alvo
final.

1Os valores apropriados do modelo dependem de vdrios pardmetros. Consulte as Notas antes de comegar.

4. Misturar a mistura principal agitando em vértex & velocidade méxima durante
3-5 segundos. Centrifugar brevemente.

5. Distribuir os volumes apropriados da mistura principal do ensaio, que contém todos os
componentes exceto o modelo/controlo sem modelo (NTC), nos pogos de uma placa de
PCR padrdo ou tubos lo-bind. Em seguida, adicione modelo de ADN/NTC em cada

poco/tubo no volume apropriado ao seu ensaio (consulte as Notas antes de comecgar).

Nota: Para RT-PCR em 2 etapas, o volume de ADNc adicionado (da reagdo de

transcrigdo reversa ndo diluida) ndo deve exceder 15% do volume final da PCR.
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10.

Misture a submistura (mistura principal do ensaio e modelo) numa placa de PCR
pipetando para cima e para baixo 10 vezes no poco ou, se a mistura for feita num tubo,
agitando em vértex & velocidade méxima durante 3-5 segundos. Centrifugue a

placa/tubo brevemente para recolher o liquido no fundo do pogo/tubo.

Transfira o contetdo de cada pogo/tubo imediatamente para os pogos da nanoplaca.

Nota: Certifique-se de que ndo séo criadas bolhas de ar durante a transferéncia para a
nanoplaca pipetando até ao primeiro ponto de paragem. Certifique-se de que pipeta a
mistura para dentro do pogo de entrada e para dentro do pogo de saida. Para evitar
danificar a superficie ética e reduzir a poeira que ird interferir na imagem e na andlise
dos resultados, recomendamos que a nanoplaca seja colocada num tabuleiro de
nanoplacas antes de pipetar a mistura de reacdo para dentro da nanoplaca. O
tabuleiro de nanoplacas deve ser prélimpo com um pano sem pelos antes de ser

utilizado.

Sele as nanoplacas de forma adequada utilizando o selo de nanoplacas fornecido nos
kits de placas.

Nota: Para o procedimento de selagem ser efetuado de forma exata, consulte o Manual

do utilizador do QIAcuityDx System.

Se tiver sido incluida na reacdo uma enzima de restricdo para digestdo do ADN, deixe

a placa ficar durante 10 minutos & temperatura ambiente.

Programe o ciclador do instrumento QlAcuityDx Four de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢des de ciclagem de dPCR recomendadas

*

Etapa Hora Temperatura (°C) N.° de ciclos
Ativacdo inicial da PCR por calor 2 min 95 1
Desnaturagdo 155 95 40*

Hibridizacdo/extensdo
combinadas*

30 s* 60

Temperatura/tempo/nimero de ciclos podem variar dependendo do tipo de ensaio
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11. Coloque a nanoplaca no instrumento QlAcuityDx Four e inicie o programa de dPCR de

acordo com o Manual do utilizador do sistema QIAcuityDx.
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Eliminacdo

Elimine o produto utilizado e por utilizar em conformidade com os regulamentos locais e

nacionais. Siga as recomendacdes da ficha de dados de seguranca (FDS).
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Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade certificado pela norma ISO da
QIAGEN, todos os lotes de QIAcuityDx Universal MasterMix Kit sdo testados face a

especificacdes predeterminadas para garantir uma qualidade constante do produto.
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Limitacoes

O desempenho do QlAcuityDx Universal MasterMix Kit foi estabelecido com os ensaios
QIAGEN aplicéveis a jusante. Consulte as respetivas instrucdes de utilizacdo da aplicacdo
a jusante da QIAGEN correspondente para obter instrucdes detalhadas sobre o

manuseamento deste produto no dmbito do fluxo de trabalho correspondente.

O utilizador é responsavel por validar o desempenho dos ensaios utilizados no laboratério
que ndo estejam abrangidos pelos estudos de desempenho da QIAGEN. Para minimizar o
risco de um impacto negativo nos resultados de diagnéstico, devem ser utilizados controlos
adequados para aplicagdes a jusante. Para uma validagdo mais aprofundada, recomenda-
se a consulta da diretriz da International Conference on Harmonization of Technical
Requirements (ICH) descrita em ICH Q2 (R1) Validation Of Analytical Procedures: Text And

Methodology (Validacdo de procedimentos analiticos: texto e metodologia).

O QlAcuityDx Universal MasterMix Kit ndo é produzido utilizando procedimentos de fabrico
estéreis, pelo que pode conter outros ingredientes que podem influenciar a medicdo. As
aplicagdes a jusante devem incluir controlos adequados se suscitarem o risco de um impacto

negativo no resultado do diagnéstico.
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Resolucdio de problemas

Esta seccdo contém informagdes sobre o que deve ser feito se ocorrerem problemas durante
a utilizagdo do QlAcuityDx Universal MasterMix Kit. Se for necessdria mais assisténcia,
contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN utilizando as informacdes de contacto

abaixo, que encaminham o utilizador para os dados do contacto especifico de cada pais:

Site: support.qiagen.com
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Problema

Comentdrios e sugestdes

Amplificagio NTC

Estrutura do ensaio

Contaminagdo em reagentes

Contaminagdo durante a preparagdo
do ensaio.

Auséncia de amplificagéo

Condigdes de PCR néo otimizadas

Modelo inicial insuficiente

Sinalizador de saturagdo

Sobressaturacdo de sondas

Reestruturar primers/sondas.

Otimize as condicdes do ensaio variando a concentracdo de
primer/sonda e a concentragdo de MgCly.

Elimine os reagentes e repita o ensaio utilizando reagentes novos.

Tome precaugdes contra a contaminagdo descontaminando a drea de
trabalho através da utilizagdo de materiais de limpeza apropriados.

Aumente o tempo de desnaturacdo inicial.

Aumente o tempo de hibridizagdo/extenséo.

Aumente a quantidade/concentragdo do modelo inicial adicionado &
mistura principal do ensaio.

Diminua o tempo de exposicdo nos pardmetros de aquisicdo de imagem.

Diminua o ganho nos pardmetros de aquisi¢do de imagem.

Separagéo insuficiente entre grupos positivos e negativos

Estrutura do ensaio

Condigdes de PCR néo otimizadas

Otimize as condicdes do ensaio variando a concentracdo de
primer/sonda e a concentracdo de MgCly.

Mude para sondas TagMan com dupla supresséo para aumentar o réacio
sinal-ruido.

Aumente o tempo de desnaturacdo inicial.

Aumente o tempo de hibridizagdo/extenséo.

Diferengas observadas nos valores de quantificacéo absoluta entre execugdes

Adigdo insuficiente de QIAcuityDx
Universal MasterMix

Variagdo no tempo de
descongelagdo/preparagdo

Folheto do produto QlAcuityDx Universal MasterMix Kit | 07/2024

Certifique-se de que a concentragdo final do QlAcuityDx Universal
MasterMix na submistura é de 1x (4x a solugdo-mae).

Os tempos de descongelacdo/preparagdo prolongados podem ter um
impacto negativo nos valores de quantificagdo absoluta. Para um desempenho
ideal, os reagentes devem ser descongelados durante um méximo de

30 minutos e, uma vez preparada a submistura (mistura principal do ensaio +
modelo), esta deve ser imediatamente carregada na nanoplaca. Se forem
necessdrios fempos de descongelagdo/preparacdo prolongados, estes devem
ser protegidos ensaio a ensaio para garantir que quaisquer alteragdes na
quantificagdio absoluta néo afetam os resultados finais.
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Problema Comentdrios e sugestoes

Condi¢des de PCR ndo ofimizadas Ofimize a femperatura de desnaturagdo.

Ofimize a temperatura de hibridizagdo/extenséo.
Resultados inconsistentes entre pocos de nanoplacas

Condi¢des de PCR ndo ofimizadas Ofimize o tempo de ativagdo aumentando-o de 2 minutos para
15 minutos.
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Informacdes para encomendas

Produto Contetddo N.° de cat.

QlAcuityDx Universal Para preparagdo de até quatro QlAcuityDx Nanoplates: 260101
MasterMix Kit (T-mL) 1, QIAcuityDx Universal MasterMix, 1 x MgCly, 200 mM,
2 x Agua isenta de RNase

QIAcuityDx Universal Para preparagdo de até vinte QlAcuityDx Nanoplates: 260102
MasterMix Kit (5 mL) 5 x QlAcuityDx Universal MasterMix, 2 x MgClp, 200 mM,
5 x Agua isenta de RNase

O manuseamento dos produtos deve ser efetuado com o todo o cuidado e atencéo.
Recomendamos a todos os utilizadores de produtos QIAGEN® que sigam todas as
regulamentacdes locais aplicaveis e recomendamos também que sigam todas as normas e

diretrizes aplicdveis.
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Histérico de revisdes do documento

Data Alteracdes

R1, julho de 2024  Primeira edigdo

Contrato de Licenca Limitada do QlAcuityDx® Universal MasterMix Kit

A utilizacdo deste produto implica a aceitagdo dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do
produto:

1.

O produto deverd ser utilizado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com
estas instrugdes de utilizagdo e recorrendo & utilizagdo exclusiva dos componentes contidos no kit. Nos termos
dos direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN ndo concede nenhuma licenca para utilizar ou incluir os
componentes incluidos neste kit com quaisquer componentes ndo incluidos neste kit, salvo conforme descrito nos
protocolos fornecidos com o produto, nestas Instrucdes de utilizagdo e em quaisquer protocolos adicionais
disponiveis em www.giagen.com. Alguns destes protocolos adicionais foram fornecidos por utilizadores de
produtos QIAGEN para utilizadores de produtos QIAGEN. Os referidos protocolos ndio foram testados de forma
exaustiva ou oftimizados pela QIAGEN. A QIAGEN ndo assegura nem garante que os referidos protocolos néo
infringem os direitos de ferceiros.

A excegdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este painel
e/ou a sua utilizagdo ou utilizagdes ndo infrinjam os direitos de terceiros.

Este painel e respetivos componentes estéo licenciados para uma Unica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados,
recondicionados ou objeto de revenda.

A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenca, expressa ou implicita, & excecdo das expressamente
declaradas.

O comprador e o utilizador do painel concordam em ndo tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que
possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos acima proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicées
do presente Contrato de Licenca Limitada em qualquer tribunal e deverd recuperar todas as custas judiciais e de
investigagdo em que incorra, incluindo honorédrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer
cumprir o presente Contrato de Licenca Limitada ou qualquer um dos seus direitos de propriedade intelectual
relativos ao painel e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, aceda a www.qiagen.com.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAcuityDx®, QuantiNova® (Grupo QIAGEN); Cy® (GE
Healthcare); Tagman® (Roche Molecular Systems, Inc.); FAM™, HEX™, ROX™, TAMRA™, (Thermo Fisher Scientific ou
as respetivas subsididrias). Os nomes registados, as marcas comerciais, etc. utilizados neste documento, mesmo
quando ndo assinalados especificamente como tal, ndo devem ser considerados como néo protegidos por lei.

07/2024 HB-3592-001 © 2024 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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