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Exclusivo para uso em pesquisa.
Não indicado para uso em diagnóstico in vitro
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1. Componentes de ensaio: 

Em outras rodadas de PCR, os níveis de regiões da cauda alelo-
específica aumentam. O cassete fluorescente é complementar às novas 
sequências amplificadas e a estas se liga, liberando o Quencher para 
gerar um sinal fluorescente.

2. Molde desnaturado e componentes  
do anelamento - Ciclo 1 da PCR:

C) Molde de DNA (amostra)
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4. Geração de sinal - Ciclo 3 da PCR:

3. Geração da sequência complementar a cauda alelo-
específica - Ciclo 2 da PCR:

(O primer reverso se liga, 
extende e faz uma cópia 
complementar da cauda do 
alelo-1.)

O cassete do alelo T não 
incorporado permanece 

suprimido
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O cassete do alelo G 
incorporado não é mais 

suprimido.

O cassete marcado com FAM liga-se a nova sequência 
complementar da cauda e não é mais suprimido.
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A) Ensaio KASP 
Primers foward alelo-específicos:
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A) Ensaio KASP: consiste em 
2 primers alelo-específico e 1 
primer reverso. 

B) KASP-TF Master Mix: 
contém sondas fluorescentes 
universais, Taq polimerase 
e dNTP’s em uma solução 
tampão otimizada.

C) Amostra de DNA: DNA 
contém o SNP de interesse.

No primeiro ciclo da PCR, um dos primers alelo-específico corresponde ao SNP 
alvo e juntamente com o primer reverso, amplificam a região alvo.

Cassete complementar a cauda do 
Alelo-1 marcada em FAM

Cassete complementar a cauda do 
Alelo-2 marcada em HEX

Primer reverso comum 

Fluoróforo FAM 

Fluoróforo HEX 

SNP alvo 

Quencher 
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Legenda

(alelo-2 primer não é extendido na PCR)
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(o primer reverso é extendido na PCR 5′-3 ′)
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(alelo-1 primer liga e é extendido na PCR)
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Uma introdução 
ao KASP
A tecnologia de genotipagem KASP da LGC,
Biosearch Technologies utiliza uma PCR 
competitiva  alelo-específica de alta acurácia, que 
permite a identificação bi-alélica de SNPs
(polimorfismos de nucleotídeo único) e InDels
(inserções e deleções) em lócus específicos, 
em uma ampla gama de amostras de DNA 
genômico, incluindo  aquelas de genomas 
complexos. A tecnologia KASP oferece 
níveis extremamente altos de robustez e 
precisão com significativa economia de 
custos.

•	 Precisão > 99,8% baseado em avaliação 
independente 

•	 Liderança do setor na taxa de conversão de 
ensaios de SNP e InDel (> 90%).

Excelência em precisão 
e Performance

Enorme Flexibilidade
•	 Flexibilidade no desenhos dos primers, o que 

aumenta a taxa sucesso no desenvolvimento 
do ensaio

•	 Suporta estudos de baixa, média e alta 
processividade de amostras, além de  ensaios 
com repetição única 

•	 Compatível com uma gama variada de 
pipetadores de líquidos e termocicladores; 
o sinal pode ser lido na maioria dos leitores 
de placas capacitado para a leitura FRET 
(tranferência de energia ressonante 
fluorescente) e máquinas de qPCR.

Simplicidade
e Flexibilidade 
Inovadoras
•	 O KASP usa um sistema universal de emissão 

da fluorescência, que simplifica o desenho 
do ensaio e elimina as etapas demoradas do 
desenho de sondas. 

•	 Requer apenas 10ng DNA de amostra por SNP 
(com base no tamanho do genoma humano) 

•	 Baixo volume de reação mantém os custos de 
reagentes a um preço mínimo 

•	 Os benefícios do baixo custo permitem que você 
execute mais ensaios melhorando a qualidade de 
seus dados.

A química de genotipagem KASP está disponível 
através de serviços nos nossos laboratórios 
da  Europa e América do Norte ou como kits 
desenhados in silico que podem ser validados ou 
não validados em laboratório

KASP by design 
(KBD)

KASP on demand 
(KOD)

Desenhado in silico
 Sem validação

Desenhado in silico
 Otimizado e validado

Fabricado como um ensaio para placas de PCR 
de 96, 384 e 1536 poços, a discriminação bialélica 
é obtida por meio da ligação competitiva dos dois 
primers forward que são alelo-específico, cada 
um com uma sequência de cauda única que 
corresponde a uma das duas sondas universais; 
um marcado com FAMTM e o outro com HEXTM.
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Como funciona o KASP



1. Ensaio KASP
O KASP Assay Mix contém três primers não 
marcados específicos ao ensaio: dois primers 
forward que são alelo-específicos mais um primer 
reverso comum. As sequências para esses primers 
são geradas por meio de nosso próprio software  
KrakenTM. O ensaio KASP pode ser adquirido em 
dois formatos:

1.	 KASP by Design (KBD)  
– desenhado in silico  

2.	 KASP on Demand (KOD)  
– validado e otimizado em nossos laboratórios. 
Os ensaios KOD têm a garantia de gerar dados 
de genotipagem precisos quando usados em 
conjunto com DNA de qualidade adequada e 
KASP Master Mix.

O ensaio KASP é fornecido em um único tubo com 
código de barras 2D contendo ensaio suficiente para 
realizar um mínimo de 2500 x 10 μL de reações - o 
volume recomendado para placas de PCR de 96-
well. Se executado em placas de PCR de 384-well, 
o volume total da reação pode ser reduzido para 5 
μL, dobrando o número de reações e cortando o 
custo por reação pela metade. Para maior economia, 
os clientes podem utilizar nosso fluxo de trabalho 
SNPline para PCR de alta processividade, que 
desenvolvemos para uso em nossos próprios 
laboratórios de serviço e que permite reações 
de 1 µL em placas de PCR de 1536-poços. Os 
clientes que usam o SNPline podem alcançar uma 
redução de 10 vezes no custo por reação, enquanto 
aumentam a capacidade de processamento para até 
500.000 reações ou data-points por dia.

Componentes 
do ensaio de 
genotipagem 
KASP

Projetar um ensaio de genotipagem KASP é 
rápido e fácil. KASP usa um sistema  universal 
de emissão da fluorescência, que elimina a 
necessidade de desenhar sondas fluorescentes 
específicas para ensaios. Simplesmente crie seu 
ensaio com seus primers específicos, adicione 
sua amostra de DNA e KASP Master Mix. Você 
pode usar o KASP com placas de PCR de 96, 
384 ou 1536-poços. Para a corrida, sele a placa 
e faça seu protocolo de amplificação de PCR. No 
final da termociclagem, realize uma leitura PCR de 
ponto final usando um instrumento qPCR ou um 
leitor de placa compatível com FRET. Nenhuma 
separação por gel de agarose é necessária
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Fluxo de  
trabalho de 
genotipagem 
KASP

Após a conclusão da PCR de KASP, as 
placas de reação são lidas e os dados 
analisados usando qualquer software 
de análise de clusters (agrupamento). 
Os sinais detectados são representados 
em um gráfico, com amostras do 
mesmo genótipo agrupadas. Em nossos 
laboratórios de serviço de genotipagem, 
a análise de agrupamento é realizada 
usando nosso software proprietário 
Kraken. Um exemplo dos dados gerados 
é mostrado à direita.

Vermelho Amostra homozigota  
para o alelo HEX

Verde

Amostra 
Heterozigota: um 
alelo FAM e um 
alelo HEX

Azul Amostra homozigota 
para o alelo FAM

2. KASP-TF Master Mix 
O KASP Master Mix contém os cassetes 
FRET universais, referência passiva ROXTM, 
DNA polimerase KASPTaqTM, nucleotídeos e 
MgCl2 em uma solução tampão otimizada. O 
KASP Master Mix é universal para todos os 
ensaios de genotipagem KASP e é oferecido 
em uma variedade de tamanhos de embalagem 
para atender às diversas necessidades de 
quantidade de reações. Soluções de embalagens 
customizadas também estão disponíveis, se 
necessário.

KASP-TF
Master Mix

Reação de 
genotipagem 

KASP

Amostra de 
DNA 

Ensaio 
KASP

Montagem de reações de genotipagem KASP em placas de PCR de 96, 384 ou 1536-well 
(volumes de reação final de 10 μL até 1 μL)

Amostras de DNA 
•	 DNA extraído de planta, 

animal, humano ou 
espécies microbianas 

•	 10 ng de DNA necessários 
por reação (com base 
no tamanho do genoma 
humano)

Ensaio KASP
•	 Três primers alvo-específicos 

por ensaio (sem necessidade 
de marcação)
- Dois primers forward alelo-

específicos
-	Um primer reverso 

•	 Cada ensaio SNP ou InDel 
fornecido em único tubo com 
código de barras 2D

KASP-TF Master Mix
•	 Sistema de detecção 

por FRET (cassetes 
universais FAM e HEX)

•	 DNA polimerase
•	 Referência passiva ROX 
•	 dNTPs 
•	 MgCl2 
•	 Tampão otimizado

Exportação de dados

Análise dos agrupamentos - atribuir genótipos às amostras 

Leitura fluorescente de placas 

Termociclagem da PCR 

Selagem de placas por calor / laser / pressão 
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Produtos e  
serviços KASP
Request 

a Free KASP Trial Ki
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Informações 
para  
pedidos
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Opções do produto  Serviço

KBD -  
KASP by Design

KOD -  
KASP on Demand 

Serviço de genotipagem 
usando KASP

Custo relativo e valor fornecido + ++ +++

Prazos de entrega 1 - 3 semanas Padrão: 4 - 6 semanas 
Rápido: 1 - 3 semanas

De acordo com o pedido  
(nº de SNPs / nº de amostras) 
Normalmente 4 a 6 semanas

O cliente envia sequências de referência Sim Sim Sim

Primers KASP alvo-específico são 
desenhados para cada ensaio usando 
nosso próprio software Kraken 

Sim Sim Sim

Primers alvo-específico e primers 
reversos comuns preparados Sim Sim Sim

Primers misturados em um único tubo 
com código de barras 2D para criar o 
ensaio KASP

Sim Sim Sim

A validação do ensaio é realizada em 
nosso laboratório de serviço com DNA 
fornecido pelo cliente. Caso algum ensaio 
falhe, as condições do ensaio e ou 
sequências de primers serão otimizadas 
até que o ensaio funcione

Não1 
(> 90% dos ensaios 

funcionam com 
base nas condições 

padrão)

Sim2 
(Testes de Validação 

consideram a 
variação de preço 

KBD/KOD)

Sim2 
(Teste de validação inclui todos os 
custos de preparo- esta taxa não 
é aplicável em pedidos repetidos)

A Biosearch Technologies oferece uma 
garantia de devolução do dinheiro de que 
cada ensaio funcionará

Não Sim Não

O laboratório de serviço da Biosearch 
Technologies analisa amostras de 
clientes e fornece dados de genotipagem

Não Não Sim

Solicite um kit de teste 
KASP gratuito em: 
biosearchtech.com/ 

kasp-free-trial-kit

1 Nosso software proprietário Kraken tem uma taxa de conversão SNP para ensaio líder no setor e excede 90%. Isso significa que, em média, 9 de 10 ensaios 
KBD funcionarão com base nas condições padrão, sem qualquer otimização.
2 Depois que a validação for concluída para um SNP específico, não é necessário repeti-la. Se um cliente solicitar um conjunto de ensaios como produtos 
KOD, da próxima vez que solicitar o mesmo conjunto, solicitará os ensaios como produtos KBD, uma vez que o trabalho de validação já foi realizado. O 
mesmo vale para ordens de serviço; os custos de preparo aplicam-se apenas ao primeiro pedido.

KASP Assay Mix (Ensaio)
Catalogue number Description and quantity

KBS-2300-001 KASP by Design Primer Mix, 2500 × 10 μL Reactions, Standard Service

KBS-2300-002 KASP by Design Primer Mix, 2500 × 10 μL Reactions, Standard Service, Manual Design

KBS-2400-001 KASP on Demand Primer Mix, 2500 × 10 μL Reactions, Standard Service

KBS-2400-002 KASP on Demand Primer Mix, 2500 × 10 μL Reactions, Rapid Service

KBS-2400-003 KASP on Demand Primer Mix, 2500 × 10 μL Reactions, Standard Service Manual Design (3 Primers)

KASP-TF Master Mix examples
Número de Catálogo Descrição e quantidade

KBS-1050-101 KASP-TF V4.0 2X Master Mix 96/384, Standard ROX (2.5 mL)

KBS-1050-102 KASP-TF V4.0 2X Master Mix 96/384, Standard ROX (25 mL)

KBS-1050-103 KASP-TF V4.0 2X Master Mix 96/384, Standard ROX (250 mL) (10 × 25 mL)

KBS-1050-111 KASP-TF V4.0 2X Master Mix 1536, Standard ROX (2.5 mL)

KBS-1050-112 KASP-TF V4.0 2X Master Mix 1536, Standard ROX (25 mL)

KBS-1050-113 KASP-TF V4.0 2X Master Mix 1536, Standard ROX (250 mL) (10 × 25 mL)

KBS-1050-164 KASP-TF V4.0 Trial Kit (Standard ROX)

ROX é adicionado ao KASP-TF Master Mix como uma fluorescência para referência passiva. Diferentes instrumentos qPCR têm diferentes requisitos para ROX; 
por favor entre em contato com techsupport@lgcgroup.com para determinar a versão correta para o seu instrumento. As formulações para uso com placas de 
PCR de 1536-well são compatíveis com a instrumentação SNPlineTM. Para mais informações sobre seu pedido, por favor nos contate.

Software and barcode reading
Catalogue number Description and quantity

KBS-0101-002 KlusterCaller, genotyping calling software

KBS-0101-001 Kraken full LIMS system for genotyping (site license)

KBS-0025-001 Cyclops 2D single tube reader

KBS-0025-002 ZTS-01 96-rack 2D reader

Exclusivo para uso em pesquisa.Não indicado para uso em diagnóstico in vitro

http://biosearchtech.com/kasp-free-trial-kit
http://biosearchtech.com/kasp-free-trial-kit
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Accelerated science.


