Formacao sobre o ensaio: Xpert® Carba-R
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Agenda da formacao

- Formacao sobre o Xpert Carba-R
— Reagentes
— Colheita de amostras

— Conservacao e manuseamento
do kit

— Precaucoes
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— Preparacao do cartucho
- Controlo da qualidade

- Analise dos resultados
- Discussao e perguntas e respostas
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Objectivos da formacao do Xpert Carba-R

No final da formacao, o utilizador sera capaz de:

— Conservar e manusear correctamente os kits de cartuchos Xpert
Carba-R.

— Cumprir as devidas precaucoes de seguranca no laboratorio.
— Colher os tipos de amostra correctos e transporta-los.
— Realizar a preparacao do cartucho e executar o ensaio.

— Comunicar os varios resultados gerados pelo software.

— Compreender a estratégia de controlo do ensaio.

//C’em)l'.'eid°
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Introducao sobre o estado da doenca

Em que consiste a resisténcia aos carbapenemos (Carba-R)?

- Os carbapenemos sao um tipo de antibiotico beta-
lactamico, frequentemente utilizado como antibiético
de ultimo recurso.

— Aresisténcia aos carbapenemos (Carba-R) resulta
de genes de resisténcia cromossomica e mediada
por plasmideos altamente moveis associados a
microrganismos entéricos Gram-negativos,
Pseudomonas e Acinetobacter.

— As infeccoes por microrganismos nhao susceptiveis
a carbapenemos estao associadas a uma
mortalidade elevada (até 40% a 50%).!

— O rastreio de doentes colonizados pode acelerar as
praticas de controlo da infeccao e reduzir a
probabilidade de alastramento nosocomial.

TGuidance for control of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE): 2012 CRE Toolkit. Division of Healthcare Quality Promotion.
Centers for Disease Control and Prevention. Atlanta, Georgia. 2012.

//Cepheid.
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A solucao Cepheid

- Deteccao e diferenciacao simultaneas
— Cinco alvos do gene Carba-R
— Dois controlos internos para cada

amostra individual
, — Controlo de processamento da amostra
| (SPC)

b — Controlo de verificacao da sonda (PCC)

, - Sensibilidade e especificidade elevadas

- Simples e facil de utilizar
— Sistema de cartucho fechado

i
040497 XxXXXX XXX.
24057743

- Resultados em 48 minutos
- Resultados a pedido 24/7

- Acesso aleatorio

’ /
Vs
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Utilizacao prevista

O Xpert Carba-R Assay da Cepheid executado nos sistemas do instrumento
GeneXpert® consiste num teste diagndstico in vitro qualitativo concebido para a
deteccao e diferenciagio rapida das sequéncias dos genes blaypc, blaypws
bla,, blagxa.as € blayp.4 associados a ndo susceptibilidade a carbapenemos
em bactérias Gram-negativas obtidas a partir de amostras de zaragatoas
rectais em doentes em risco de colonizacao intestinal com bactérias nao
susceptiveis a carbapenemos. O teste utiliza reaccido de cadeia de polimerase
(PCR) em tempo real. O Xpert Carba-R Assay tem como objectivo auxiliar na
deteccao de bactérias nao susceptiveis a carbapenemos que colonizam
doentes em unidades de cuidados de saude. O Xpert Carba-R Assay nao se
destina a orientar ou monitorizar o tratamento de infeccbes bacterianas nao
susceptiveis a carbapenemos.

S&o necessarias culturas concomitantes para recuperar microrganismos para
tipagem epidemioldgica, teste de susceptibilidade antimicrobiana e para
posterior identificagcado confirmatéria de bactérias ndo susceptiveis a

carbapenemos. -

o
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Requisitos do sistema e de reagentes

Sistemas GeneXpert

« Modulos de 6 cores
- Software GX DX v4.3 ou superior

Kits de teste (CE-IVD)

« GXCARBAR-CE-10

- Referencia Cepheid 900-0370




Kit do Xpert Carba-R

Ensaio Xpert Carba-R
Assay

Referéncia GXCARBAR-CE-10

Testes por kit 10

Conteudo por

cartucho de teste Reagentes secos e liquidos

Pipetas de
. . 10
transferencia
Frascos de reagente
10
de amostra
Conservacao 2°Caz28°C

//Cepheid.
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Colheita, transporte e conservacao de
amostras para o Xpert Carba-R

Dispositivo de colheita da Cepheid MARCA
(referéncia 900-0370) GRAVADA

- Tipo de amostra:
— Colheita de zaragatoas rectais.
- Colheita da amostra:

— Proceda a colheita de uma zaragatoa rectal emparelhada inserindo
cuidadosamente ambas as pontas da zaragatoa aproximadamente 1 cm
para além do esfincter anal e rode suavemente.

- Transporte e conservacao de amostras:

— Imediatamente apods a colheita, a zaragatoa pode ser armazenada entre
15 °C e 28 °C até um periodo maximo de 6 horas. Posteriormente, a
zaragatoa pode ser armazenada entre 2 °C e 28 °C durante 7 dias.

//C’ew.".'eid°

9 | © Cepheid - Privado e confidencial 301-3342P, Rev A



Colheita da amostra

Protocolo de colheita de amostras rectais

para utilizagio com os ensaios Xpert®:
i | .

Xpert Carba-R
E necessario utilizar uma dupla zaragatoa Insira cuidadosamente ambas as pontas da Coloque as zaragatoas de novo no tubo.
Copan Venturi Transystem para colher a zaragatoa aproximadamente 1 cm para além
amostra. Dispositivo de colheita Cepheid do esfincter anal e rode suavemente.

Amosiras que possam ser testadas no prazo de 6 horas podem ser
conservadas entre 15 °C e 28 °C. As amoslras conservadas entre
2 °C e 28 "C mantém-se estaveis por um periodo maximo de 7 dias.

a definir diagnésticos moleculares //Cep heid. /

Bring answers to life
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Boas Praticas de Laboratorio

Configuracao do
laboratorio de
PCR

» Preparacao do cartucho/reagente -
Adicao da amostra - Deteccéao

Conservagéo o[ « Conserve as amostras separadamente dos
amostras e reagentes para impedir a contaminagao do

reagentes reagente.

 Utilize pontas de pipeta filtradas, quando
necessario, para diluicdes do CQ.
« Siga a recomendacéio do fabricante
relativamente a calibragcao e manutencao do
equipamento de laboratodrio.
~

o

//c:epheiof°
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Boas Praticas de Laboratoério, (cont.)

» Limpar as superficies de trabalho com lixivia
domeéstica diluida com concentracgao final de 1:10,
seguida de uma solucao de etanol a 70% ou
isopropanol a 70%. Limpe as superficies de
trabalho até estarem secas.

» Caso ocorra contaminacéo, limpe minuciosamente
a area contaminada com lixivia doméstica diluida a
1:10, DNA AWAY ou peroéxido de hidrogénio a 3%
(p/v) e enxague totalmente com agua. Limpe as
superficies de trabalho até estarem secas.

Limpeza

» Use batas limpas e luvas.

» Trocar de luvas entre o processamento de
amostras.

» Limpe a area da bancada de laboratorio por
rotina.

 Mantenha a parte traseira do instrumento
sem po.

o

//Cepheid»
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Conservacao e manuseamento do kit do

Xpert Carba-R

- Conserve os kits de teste entre 2 2C e 28 2C. Nao utilizar cartuchos fora do prazo de
validade.

- Cada cartucho de utilizacao unica é utilizado para processar um teste. Nao reutilizar
cartuchos processados.

- Nao abra um cartucho até estar pronto para adicionar a amostra eluida da zaragatoa
para o cartucho.
— O cartucho deve ser colocado no instrumento no espaco de 30 minutos apds
adicionar a amostra ao interior do cartucho.

- A contaminacao cruzada durante as etapas de manuseamento de amostras deve ser
evitada.
— Troque de luvas entre o processamento de cada amostra.
— Trocar de luvas antes de sair e quando entrar na area de trabalho.

- Nao utilize um cartucho que tiver caido depois de o ter retirado da embalagem.

- Nao agite o cartucho. Agitar ou deixar cair o cartucho apds a abertura da respectiva
tampa pode produzir resultados invalidos. /

- Nao utilizar um cartucho que tenha um tubo de reaccao danificado. y 4 /
13 | © Cepheid - Privado e confidencial 301-3342P, Rev A ’ / Cepheid.




Preparacao do cartucho do Xpert Carba-R

Preparacao do cartucho Xpert® — Carba-R

Assistinca Técrica da Cephed

Fial nos EUA

(888) 838-3222

techsupportiliosphed com

Filial na Ewropa

+33563825319

supporiiicephedeurcpe com

1 Adaguira um cartucho 2hs'taammgaba 3P:rbaznragam 40obummh

Xpert e um frasco no frasco de peio entalhe junto 3 2 tampa no frasco de
de reagente de reagente de abertura do frasco. reagente de amosta
amostra para cada amostra. € misture durante 10
amostra.

SMatznpudo
cartucho Xpert de amostra até
3 inha na pipeta
fomecda.

6Aspireum9m TEmzieap'petn
para a camara de

-2

I

™ 8|

\

Nota: Nao segure na zaragatoa por baixo do entalhe. Utiize
gaze ou equivalente para minimizar o risco de contaminagso.

©2014 Cepreig
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Execucao do teste

Coloque uma unica zaragatoa no frasco do reagente de amostras; quebre na marca
gravada utilizando gaze estéril para minimizar os riscos de contaminacao.
— Coloque novamente a zaragatoa nao utilizada no tubo de transporte e conserve
entre 2 2C e 28 °C.
Coloque o reagente de amostras no agitador de vértex durante 10 segundos a
velocidade elevada.
Abra o frasco do Reagente de amostra.
Encha a pipeta de transferéncia até a marca na pipeta.
— Evitar bolhas de ar.
— A amostra que resta no frasco de reagente de amostra pode ser conservada
entre 2 2C e 28 °C até 4 dias a contar do dia de colheita caso seja necessario

repetir o teste. ore
~—A ‘ €— Linhade ‘
..f:'.'_-;" enchimento Camara de
e amostra (abertura
v grande)

//C’epl'.'eid°
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Execucao do teste

Um filtro
captura a
amostra e

o SPC.
A amostra

combina-se
com o SPC.

Colocar a
amostra eluida
no cartucho e
coloca-lo
depois no
instrumento.

16 | © Cepheid — Privado e confidencial

Células lisadas
por ultra-sons
libertam acidos
nucleicos.

G5 xxxxx

Xpert®Carba-R
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O ADN
purificado
mistura-se com
os reagentes de

esferas secos. Amplificacéo

por PCR e
deteccao
em simultaneo.

Os resultados
estao prontos a
visualizar e
imprimir em
cerca de 48
minutos!

\
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Controlo da qualidade

Consultar o folheto informativo para obter mais detalhes

//Cepheid.

A better way.



Estratégia de controlo do ensaio Cepheid

- Cada cartucho Expert constitui um dispositivo de teste
auténomo.

— A Cepheid concebeu métodos moleculares especificos de modo a
incluir controlos internos que permitem ao sistema detectar modos
de falha especificos em cada cartucho.

o Controlo do sistema do instrumento: Estado da verificacao
o Controlo dos reagentes: Verificacao da sonda

o Controlo de processamento da amostra: SPC e/ou SAC

o Controlo de amplificacao: SPC e/ou SAC e/ou CI

//C’em)l'.'eid°
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Controlo do sistema do instrumento —

Estado da verificacao

- O controlo do sistema do instrumento verifica o sistema optico,
a temperatura do modulo e a integridade mecanica de cada
cartucho.

— Se os controlos do sistema falharem, ha indicacao de ERRO para o
resultado do teste.
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Controlo do reagente —

Controlo de verificacao da sonda

- Apds a preparacao da amostra, a reconstituicao das esferas e o enchimento
dos tubos (antes da termociclagem), sao efectuadas multiplas leituras da
fluorescéncia a diferentes temperaturas.

- As leituras sao comparadas com os valores predefinidos estabelecidos pela
Cepheid.

- A verificacao da sonda controla:

— A auséncia de esferas de reagente especifico para o alvo (TSR) e/ou de
reagente enzimatico, que contém todos os iniciadores, sondas e modelo de
controlo interno

— A reconstituicao incompleta do reagente
— O enchimento incompleto do tubo de reaccao
— A degradacao da sonda

- Se a verificacao da sonda falhar, surge a indicacao de ERRO para o resultado
do teste.

Vs

//C’epl'.'eid°
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Controlo de processamento da amostra - SPC

- O controlo de processamento da amostra (SPC) avalia a eficacia dos
passos de preparacao da amostra, incluindo o enchimento do tubo de
reaccao.

- O SPC consiste em esporos de Bacillus globigii.

- O SPC controla:
— A auséncia de esferas de iniciador/sonda ou enzima
— A reconstituicao incompleta do reagente
— O enchimento incompleto do tubo de reaccao
— A degradacao das enzimas
— A lise da amostra, a extraccao do acido nucleico e a integridade deste
— A inibicao da amostra

- O SPC pode ser negativo ou positivo numa amostra positiva para o
analito.

- Se o SPC falhar numa amostra negativa para o analito, surge a indicacao
de INVALIDO para o resultado do teste. g~

o

//c:epheiaﬁ°
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Controlos externos disponiveis no mercado

Nome do

: . Beta-lactamases presentes Fonte
microrganismo

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705

Pseudomonas aeruginosa VIM-10 NCTC 13437

Klebsiella pneumoniae VIM-1 NCTC 13440

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2146

- Outras opcoes:
— Amostras de doentes comprovadamente positivas e negativas

//Cepheid.
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Analise dos resultados

Consultar o folheto informativo para obter mais detalhes

//Cepheid.
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Resultados do Xpert Carba-R:

IMP1 Pos./VIM Pos./NDM Pos./KPC Pos./OXA48 Pos.

Nome do ensaio Xperi CARBAR Versdo 1

« As sequéncias do ADN-
alvo de IMP1, VIM, NDM,
KPC e OXA48 sao
detectadas.

Resultado do teste

« SPC: Nao aplicavel |kt
(N/A). O SPC é ignorado
porque as amplificacoes
do ADN-alvo de IMP1,

VIM, NDM, KPC e OXA48 i . e
podem interferir com | % /| wet;prncal [
este controlo. o E il
3 600 @{QKPC;Principal
.gs ~ 8 | /| OXAd8; Principal
« Verificacao da sonda — g

PASSA. Aprovados s o=
todos os resultados de U T
verificacao da sonda. 10 - 0 4

o

’///
4 //c:epheiaf°
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Resultados do Xpert Carba-R:

IMP1 Pos./VIM Neg./NDM Neg./KPC Neg./OXA48 Neg.

« A sequéncia do ADN-
alvo IMP1 é detectada;
As sequéncias do ADN-
alvo de VIM, NDM, KPC
e OXA48 nao sao
detectadas.

« SPC: Nao aplicavel
(N/A). O SPC é ignorado

~ Legenda

borque a amplifisacao :m . i .. M
| |2 | |/| SPC; Princi -
do ADN-alvo de IMP1 : @@mm;mﬁm B
g ) 2
pode interferir com este . T
controlo. @ ' E%KPC;Princ‘ml
5 Vi /| OXA4S; Principal
- Verificacédo da sonda — =
PASSA. Aprovados
todos os resultados de
verificacao da sonda. |
//////
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Resultados do Xpert Carba-R:

« As sequéncias do ADN- :
alvo de IMP1 e NDM sao
detectadas; as
sequéncias do ADN-
alvo VIM, KPC e OXA48
nao sao detectadas.

« SPC: Nao aplicavel
(N/A). O SPC é ignorado

Legenda

porque as T T
amplificacées do ADN- D A [
alvo de IMP1 e NDM g W0 /,./’_ ol
podem interferir com . F e
este controlo. / dliRe .
“ 100

- Verificacao da sonda - y _
PASSA. Aprovados 10 2 % @
todos os resultadosde |
verificacio da sonda. e ————-——-———_ ]
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Resultados do Xpert Carba-R:

« As sequéncias do ADN- :
alvo IMP1, VIM, NDM, ?
KPC e OXA48 nao sao
detectadas.

« SPC:PASSA;a
amplificacao por PCR
do SPC da sequéncia
do ADN do SPC

apresenta umvalorde & T
Ct dentro do intervalo | a0 s |-
valido e um endpoint £ "/ b
(ponto final) de : /| Kec; Principal
fluorescéncia superior HEres

a definicdo minima. =

« Verificacao da sonda -

PASSA. Aprovados 1 | |
ot e e s 4o | o
verificacdo da sonda. e
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Resultados do Xpert Carba-R:

INVALIDO

 Resultado | Result
- A presenca ou auséncia de ;[ Nome doensaio YpertCARBAR Versio 1
sequéncias do ADN-alvo de  resutasosoteste mivoo
IMP1, VIM, NDM, KPC e ’
OXA48 nao pode ser
determinada.

S Y

ForInViro Diagnosic Use Ony,

-« SPC: FALHA; sem
amplificacao por PCR da

sequéncia do ADNdo SPC 7 |
ou o Ct do SPC nao esta i BIJ %%mﬂﬁm i
dentro do intervalo valido e 1./ W Principl
o endpoint (ponto final) de i il
fluorescéncia é inferior a 0
definicao minima. l

| 1 UE:n— . . ;

! 10 20 30 40

- PCC: APROVADO; todos os = Cieos

resultados de verificagcdo = T F
da sonda sao aprovados. L
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Resultado do Xpert Carba-R:

ERRO

A presenca ou auséncia de
sequéncias do ADN-alvo de
IMP1, VIM, NDM, KPC e
OXA48 nao pode ser
determinada.

SPC: SEM RESULTADO

PCC: FALHOU*; um ou todos
os resultados de verificacao
da sonda falharam. O PCC
falhou provavelmente porque
o tubo de reaccao nao foi
adequadamente enchido ou
porque foi detectado um
problema de integridade da
sonda.

Se a verificacao da sonda foi
aprovada, o erro é causado pela
falha de um dos componentes do
sistema.

29 | © Cepheid — Privado e confidencial
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Nome do ensaio Xpert CARBAR

‘\” Resultado | Resulfadodoanalito =~ Detalhe | Erros | Histrico = Assisténci

Resultado do teste | ERRO

| FormViro Dagnosic Uss oy

" Ig

200

160

120

Fluorescéncia

80

40

20
Ciclos
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vi|/] SPC; Principal
vi[/| IMP; Principal
vi|| VIM; Principal
Ivi|,/| NDM; Principal
vi| | KPC; Principal
Ivi|/| OXA; Principal
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Resultado do Xpert Carba-R:

SEM RESULTADO

- Nao é possivel determinar a presenca ou auséncia de ADN-alvo de
Carba-R. Recorra as instrucoes na seccao 13 Procedimento para
repeticao de teste no folheto informativo para repetir o teste. Nao
foram recolhidos dados suficientes para produzir um resultado de
teste (por exemplo, o utilizador parou um teste que estava em curso).

- SPC: SEM RESULTADO
- PCC: Nao aplicavel

\\\

Cepheid.
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Motivos para repetir um ensaio

- Um resultado INVALIDO indica que o controlo do SPC falhou. A
amostra nao foi processada adequadamente ou a PCR foi
inibida.

- Um resultado ERRO indica que o controlo de verificacao da
sonda falhou e que o ensaio foi abortado, possivelmente
devido ao tubo de reaccao nao ter sido adequadamente
enchido, a deteccao de um problema de integridade da sonda
de reagente ou a terem sido excedidos os limites de pressao
maxima.

« SEM RESULTADO indica que foram colhidos dados
insuficientes. Por exemplo, o utilizador parou um teste que
estava a decorrer.

31
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Factores que afectam negativamente os

resultados

Colheita incorrecta da amostra
— Nao foi avaliado o desempenho com outros dispositivos de colheita e tipos de
amostra.
— No caso de ensaios que contenham o controlo SAC, uma amostra que nao contenha
células humanas origina um resultado invalido do teste.
Transporte ou conservacao incorrectos da amostra colhida
— As condicoes de transporte e conservacao sao especificas para cada amostra.
— Consultar o folheto informativo para obter as instrucoes de manuseamento correctas.
Procedimento de analise incorrecto
— A modificacao dos procedimentos de analise pode alterar o desempenho do teste.
— Erros técnicos ou a troca de amostras podem afectar os resultados do teste.
— Para se evitarem resultados incorrectos, é necessaria uma cuidadosa conformidade
com as instrucoes do folheto informativo.
Substancia interferente
— Podem observar-se resultados falsos negativos ou resultados invalidos no teste na
presenca de uma substéancia interferente.
O numero de microrganismos na amostra € inferior ao limite de deteccao do teste

Consultar o folheto informativo para obter a taxa de indeterminados
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Substancias que interferem

« Das 23 substancias potencialmente inibidoras testadas, o
Pepto-Bismol a 0,25% p/v apresentou um efeito inibidor
estatisticamente significativo na deteccao de IMP-1 no
ensaio Xpert Carba-R Assay. Nao foram observados outros
efeitos inibidores estatisticamente significativos.

- Consulte o folheto informativo do Xpert Carba-R para obter
dados adicionais sobre substancias potencialmente
interferentes.
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Procedimento de repeticao de teste do Carba-R

1 Elimine o cartucho usado.

Do kit de teste, remova 0s seguintes artigos novos:
2 | cartucho do Xpert Carba-R, frasco de reagente de amostra
e pipeta de transferéncia.

Transfira o liquido restante do frasco de reagente de
3 | amostra original (conservado por um periodo < 4 dias entre
2 °C e 8 °C) para o novo frasco de reagente de amostra.

4 | Repita o teste com um cartucho novo.

Sequir as instrugdes do folheto informativo sobre a
execucao de um teste.

Ve
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Discussido e perguntas e respostas
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Assisténcia Tecnica

- A Cepheid presta assisténcia técnica no local e por telefone,
fax e e-mail.

- América do Norte:
— Telefone: +1 (888) 838-3222
— Fax: +1 (408) 716-2550
— E-mail: techsupport@cepheid.com

- Europa, Africa, Médio Oriente, Peninsula Indiana:

— Telefone:
Franca: +33 563 825 319
Alemanha: +49 69 710 480 480
Reino Unido: +44 3303 332 533
Africa do Sul: +27 11 234 9636
Australia, Nova Zelandia: +61 1800 107 884
Outros paises da Europa, do Médio Oriente e de Africa: +971 4 253 3218

— Fax: +33 563 825 301
— E-mail: support@cepheideurope.com /
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Discussao e perguntas e respostas

//Cepheid.
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