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Uso previsto

O QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit é um sistema que usa tecnologia de membrana de silica

(tecnologia QlAamp) para o isolamento e a purificagdo de RNA viral de amostras biolégicas.

O produto deve ser usado por usudrios profissionais, como técnicos e médicos, que sdo

treinados em técnicas bioldgicas moleculares.

O QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit deve ser usado para diagnéstico in vitro.
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Descri¢cdo e principio

O QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit representa uma tecnologia consagrada de preparo do
RNA viral. O kit combina as propriedades de ligacdo seletivas de uma membrana & base de
silica-gel com a velocidade da tecnologia de centrifugagdo ou de vécuo e é recomendado
para o processamento simulténeo de vdrias amostras. Os protocolos de centrifugagdo do
QIAamp DSP Viral RNA podem ser automatizados no QlAcube® e no QlAcube Connect MDx.

Primeiro, a amostra é lisada sob condigées altamente desnaturantes para inativar as RNases
e garantir o isolamento do RNA viral intacto. As condicdes de tamponamento sdo entdo
ajustadas para oferecer uma étima ligagdo do RNA & membrana QlAamp, e a amostra é
carregada na coluna de centrifugacdo QlAamp Mini. O RNA se liga & membrana, e os
contaminantes séo arrastados com eficiéncia em duas etapas, com o uso de dois tampdes de
lavagem diferentes. O RNA de alta qualidade ¢ eluido em um tampéo especial sem RNase,

pronto para o uso direto ou o armazenamento seguro.

A membrana QlAamp especial oferece alta recuperacdo de RNA puro e intacto em apenas

20 minutos, sem o uso de extracdo por fenol/cloroférmio ou precipitagdo com édlcool.

Todos os tampdes e reagentes sdo comprovadamente livres de RNase.
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Adsorcdo para a membrana QlAamp

As condicdes de tamponamento do lisado devem ser ajustadas para oferecer condigdes
otimas de ligagdo para o RNA viral antes do carregamento da amostra na coluna de
centrifugacdo QIAamp Mini. Dado o grande volume de lisado, serd necessério carregé-lo na
coluna de centrifugagcdo QlAamp Mini em vérias etapas. O RNA viral é adsorvido na
membrana de silica QlAamp durante duas etapas répidas de centrifugagdo ou a vacuo. Os
niveis de sal e de pH no lisado garantem que as proteinas e outros contaminantes, que podem

inibir as reagdes enzimdticas a jusante, ndo sejam retidos na membrana QlAamp.
Remocdo de contaminantes residuais

O RNA viral, ligado & membrana QlAamp, é separado dos contaminantes durante duas
etapas rapidas de centrifugagéo ou vacuo. O uso de dois tampdes de lavagem diferentes,
AW1 e AW2, melhora consideravelmente a pureza do RNA eluido. As condicées de lavagem
otimizadas garantem a remogdo eficiente de qualquer contaminante residual sem afetar a
ligag@o do RNA.

Eluicdo com Buffer AVE

O Buffer AVE é composto de dgua sem RNase com 0,04% de azida de sédio para evitar a
proliferag&o microbiana e a contaminagdo posterior com RNases. A azida de sédio afeta as
leituras espectrofotométricas de absorbéncia entre 220 e 280 nm, mas n&o interfere nas
aplicacdes a jusante, como a RT-PCR. Caso seja necessdrio determinar a pureza do RNA
eluido, recomendamos a calibracdo do espectrofotdmetro com Buffer AVE antes de medir a

absorbéancia.
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Contaminacdo com DNA celular

O QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit ndo foi projetado para separar o RNA viral do DNA
celular, e ambos serdo purificados em paralelo se estiverem presentes na amostra. Para evitar
a copurificagdo do DNA celular, recomenda-se o uso de fluidos corporais sem células para o
preparo do RNA viral. As amostras com células, como o liquido cerebroespinhal, a medula
4ssea, a urina e a maioria dos esfregacos, devem primeiro ser filtradas ou centrifugadas
durante 10 minutos, a aproximadamente 1500 x g, e o sobrenadante deve ser usado. Se o
RNA e o DNA tiverem sido isolados paralelamente, o eluato pode ser digerido com DNase,
com o uso de DNase sem RNase, e, em seguida, submetido a tratamento térmico (15 minutos

+ 1 minuto, 70 °C = 3 °C) para inativar a DNase.
Volumes das amostras

O procedimento com o QlAamp DSP Viral RNA é otimizado para o uso com amostras de
140 pl. Amostras pequenas devem ser ajustadas até o volume de 140 pl com tampéo fosfato-
salino (phosphate-buffered saline, PBS) antes do carregamento, e a concentragdo de amostras
com ftitulo viral baixo deve ser ajustada para 140 pl antes do processamento. Consulte

"Protocolo: Concentracdo da amostra”, pdgina 31.
Lise

Primeiro, a amostra é lisada sob as condi¢des altamente desnaturantes fornecidas pelo Buffer
AVL para inativar as RNases e garantir o isolamento do RNA viral intacto. O RNA carreador,
adicionado ao Buffer AVL, melhora a ligagdo do RNA viral & membrana QlAamp, sobretudo
no caso de amostras de baixo titulo, e limita a possivel degradacdo do RNA viral devido a

alguma atividade de RNase residual.
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RNA carreador

O RNA carreador serve para duas finalidades. Primeiro, ele aprimora a ligagdo dos écidos
nucleicos virais & membrana da coluna de centrifugagdo QlAamp Mini, especialmente se houver
muito poucas moléculas-alvo na amostra. Em segundo lugar, a adicdo de grandes quantidades
de RNA carreador reduz a chance de degradacdo do RNA viral no caso raro de moléculas de
RNase escaparem da desnaturagdo por sais caotrépicos e detergente no Buffer AVL. Se o RNA

carreador ndo for adicionado ao Buffer AVL, isso pode reduzir a recuperagdo de RNA viral.

A quantidade de RNA carreador liofilizado fornecida é suficiente para o volume de Buffer
AVL fornecido com o kit. A concentragdo do RNA carreador foi ajustada para que o QlAamp
DSP Viral RNA Mini Kit possa ser usado como um sistema de purificagdo genérico compativel
com muitos sistemas de amplificacdo diferentes e para que seja adequado para uma ampla

gama de virus RNA.

Diferentes sistemas de amplificacdo variam em eficiéncia, dependendo da quantidade total
de d4cido nucleico presente na reagdo. Os eluatos deste kit contém dcidos nucleicos virais e
RNA carreador, e as quantidades de RNA carreador excederdo, e muito, as quantidades de
d4cidos nucleicos virais. Portanto, os cdlculos de quanto eluato adicionar a amplificagées a
jusante deverdo ser baseados na quantidade de RNA carreador adicionado. Para obter os
niveis mais elevados de sensibilidade em reagdes de amplificacdo, pode ser necessdrio

ajustar a quantidade de RNA carreador adicionado ao Buffer AVL.

Adicao de controles internos

Ao usar os protocolos do QlAamp DSP Viral RNA Mini em combinagdo com os sistemas de
amplificagdo disponiveis no mercado, é altamente recomendével a introdugcdo de um controle
interno no procedimento de purificagdo para garantir resultados de teste confidveis. O RNA
ou DNA de controle interno deve ser adicionado junto com o RNA carreador ao tampéo de
lise. Para obter uma étima eficiéncia na purificacéo, as moléculas de controle interno devem

ter mais de 200 nucleotideos, pois as moléculas menores ndo séo recuperadas com eficiéncia.
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Consulte as instrugdes do fabricante para determinar a concentragdo ideal. O uso de uma

concentragdo diferente da recomendada pode reduzir a eficiéncia da amplificagdo.
Procedimentos de centrifugacdo e a vécuo

O procedimento de purificagdo do QlAamp DSP Viral RNA Mini é realizado em trés etapas,
com o uso das colunas de centrifugacdo QlAamp Mini em uma microcentrifuga padrdo, em
um coletor de vdcuo ou no QlAcube. Os procedimentos destinam-se a garantir que ndo haja
contaminagdo cruzada de uma amostra a outra e a permitir a manipulagdo segura de

amostras potencialmente infecciosas.

As colunas de centrifugagdo QlAamp Mini cabem na maioria dos tubos da microcentrifuga
padrdo. No protocolo de centrifugagdo, dado o volume de filtrado, sGo necessdrios tubos de
lavagem (WT) de 2 ml (fornecidos) para sustentar a coluna de centrifugacdo QlAamp Mini
durante as etapas de carregamento e lavagem. Para o protocolo de vécuo, sdo necessdrios um
coletor de vécuo (QlAvac 24 Plus ou equivalente; consulte a pdgina 15) e uma bomba de vacuo

capaz de produzir um vdacuo de -800 a -200 mbar (por ex., a QIAGEN® Vacuum Pump).

O RNA eluido pode ser coletado em tubos da microcentrifuga padréo de 1,5 ml (fornecidos).

Esses tubos ndo devem conter RNase, para evitar a degradagdo do RNA viral por RNases.

Purificacdo de RNA viral automatizada no QlAcube/QlAcube
Connect MDx

O QlAcube e o QlAcube Connect MDx realizam o isolamento e a purificagdo automatizados

de d4cidos nucleicos. Eles podem processar até 12 amostras em cada execugdo.

Com a automatizagdo do QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit no QlAcube ou no QlAcube Connect
MDx, o instrumento pode processar menos de 50 amostras devido aos volumes mortos, &
evaporacdo e ao consumo adicional de reagentes pela pipetfagem automatizada. A QIAGEN

garante apenas 50 preparos de amostra com o uso manual do QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit.
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QlAcube

Figura 1. O QlAcube.
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Vet e

I
Figura 2. O QlAcube Connect MDx.

Resumo e explicagcdo

O QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit fornece o método para a purificagdo de RNA viral para
o uso seguro em tecnologias de amplificagdo. O RNA viral pode ser purificado a partir do
plasma (tratado com anticoagulantes que ndo sejam a heparina), soro e outros fluidos

corporais sem células.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit (50)
N° de referéncia 61904
Numero de preparos 50%
QlAamp QIAamp Mini Spin Columns with Wash COL 50
Mini Spin  Tubes (QlAamp Mini Spin Columns com

tubos de lavagem)
ET Elution Tubes (Tubos de eluigdo) (1,5 ml) ELU [ TUBE 50
LT Lysis Tubes (Tubos de lise) (2 ml) TUBE 50
WT Wash Tubes (Tubos de lavagem) (2 ml) WASHI TUBE 4 x 50
AVL Buffer AVL* | VIR I LYS ] BUF l 31 ml
AWI1 Buffer AW1* (concentrado) I WASH I BUF I 1 I CONCI 19 ml
AW2 Buffer AW2T (concentrado) I WASH I BUF I o ICONCI 13 ml
AVE Buffer AVE? 3x2ml

- Instrugdes de uso (Manual)

Ea
Carrier Carrier RNA (RNA carreador) (poli A) m 310 pg

*

Contém sal caotrépico. Ndo compativel com desinfetantes que contenham dgua sanitéria. Consulte a pagina 17
sobre avisos e precaucdes.

Contém azida de sédio como conservante.

Com a automatizagdo do QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit no instrumento QlAcube ou no QlAcube Connect MDx, o
instrumento pode processar menos de 50 amostras devido aos volumes mortos, & evaporagdo e ao consumo
adicional de reagentes pela pipetagem automatizada. A QIAGEN garante apenas 50 preparos de amostra com o
uso manual do QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit.

Fr—
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis
e 6culos de protegdo. Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranga

(Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas disponibilizadas pelo fornecedor do produto.

e FEtanol (96 a 100%)*
e Tubos da microcentrifuga de 1,5 ml
® Pipetas estéreis, sem RNase’

® Ponteiras de pipetas estéreis e sem RNase (para evitar a contaminagdo cruzada, é

recomenddvel o uso de ponteiras de pipeta com barreira contra aerosséis)

® Microcentrifuga' (com rotor para tubos de 1,5 ml e 2 ml)

Para protocolos de vécuo

e Coletor de vacuo QlAvac 24 Plus (n° de ref. 19413) ou equivalente
® VacConnectors (n° de ref. 19407)

® Vacuum Regulator (n° de ref. 19530) para facilitar o monitoramento das pressdes de

vdcuo e a liberacdo do vécuo

® Vacuum Pump (n° de ref. 84010, ou bomba equivalente capaz de produzir um vécuo
de -800 a -200 mbar)
® Opcional: VacValves (n° de ref. 19408)

® Opcional: QlAvac Connecting System (n° de ref. 19419)

* Nao use dlcool desnaturado, que contém outras substéncias, como metanol ou metiletilcetona.

T Para garantir que as amostras sejam processadas corretamente nos procedimentos do QlAamp DSP Viral RNA Mini
Kit, é altamente recomenddvel que os instrumentos (por ex., microcentrifugas) sejam calibrados de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes.
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Apenas para o procedimento automatizado

Rotor Adapters, n° de ref. 990394

Rotor Adapter Holder, n° de ref. 990392

Sample Tubes CB (2 ml), n® de ref. 990382 (tubo de insercdo de amostra)
Shaker Rack Plugs, n° de ref. 9017854

Reagent Bottles, 30 ml, n° de ref. 990393

Filter-Tips, 1000 pl, n° de ref. 990352
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Avisos e precaugoes

Esteja ciente de que poderd ser necessdrio relatar incidentes graves que tenham ocorrido em
relagdo ao dispositivo ao fabricante e & autoridade regulatéria na qual o usudrio e/ou o

paciente estdo estabelecidos.

Informagdes de seguranca
Para uso em diagnéstico in vitro

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartdveis
e 6culos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranga
(Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas. Elas estdo disponiveis online em formato PDF
(conveniente e compacto) em www.giagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar

e imprimir a SDS para cada kit e para componente do kit QIAGEN.

O RNA ¢é extremamente sensivel as RNases e sempre deve ser preparado com o devido
cuidado. Particulas das m&os e de p6 podem carregar bactérias e mofo e séo as fontes mais
comuns de contaminagdo por RNase. Leia "Manuseio de RNA" no Apéndice (pdgina 43) deste

manual, antes de comecar.

A reacdo de cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) sempre deve ser
realizada de acordo com as boas prdticas laboratoriais. Nesse sentido, um laboratério de
PCR sempre deve ser dividido em trés dreas: uma para o preparo de reagentes, uma para o
preparo de amostras, e uma para a amplificacdo e a detecgdo. Dada a alta sensibilidade da
PCR, é absolutamente necessdrio que todos os reagentes permanecam puros e
incontaminados e que sejam monitorados de maneira cuidadosa e rotineira. Reagentes

contaminados devem ser descartados.

CUIDADO: NAO adicione dgua sanitdria ou solucdes dcidas diretamente
no Buffer AVL ou no Buffer AW1.
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Os Buffers AVL e AW1 contém sais de guanidina, que podem formar compostos altamente
reativos quando combinados com dgua sanitdria. Se liquido contendo essas solucdes
tamponadas for derramado, limpe com dgua e detergente de laboratério adequado. Se o
liquido derramado contiver agentes potencialmente infecciosos, limpe a drea afetada
primeiro com é&gua e detergente de laboratério e, em seguida, com solugdo de hipoclorito de
sédio 1% (v/v).

Se os frascos dos tampdes forem danificados ou apresentarem vazamento, use luvas e 6culos

de prote¢do ao descarté-los para evitar lesdes a si mesmo ou a outras pessoas.

A QIAGEN ndo testou o residuo liquido gerado pelos procedimentos do QlAamp DSP Viral
RNA Mini em relacdo a materiais residuais infecciosos. A contaminacéo do residuo liquido
com materiais residuais infecciosos é altamente improvdvel, mas ndo pode ser excluida
completamente. Portanto, o residuo liquido deve ser considerado infeccioso, e manipulado e

descartado de acordo com os regulamentos locais de seguranga.
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As adverténcias e recomendacdes de precaucdo a seguir aplicam-se aos componentes do
QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit:

Buffer AVL

3 Contém: tiocianato de guanidina. Perigo! Nocivo se em contato com a
pele ou inalado. Pode ser nocivo se ingerido. Causa queimaduras graves
na pele e lesdes oculares. Nocivo para a vida aquética, com efeitos
duradouros. Em contato com dcidos, libera gases muito téxicos. Elimine o
conteldo/recipiente em um local de eliminacdo de residuos aprovado.
EM CASO DE CONTATO COM OS OLHOS: Enxdgue cuidadosamente
com dgua por vdrios minutos. Remova lentes de contato, se presentes e
faceis de remover. Continue enxaguando. Retire a roupa contaminada e
lave-a, antes de usd-la novamente. EM CASO DE CONTATO COM A
PELE (ou cabelo): Remova/retire imediatomente toda a roupa
contaminada. Lave a drea afetada da pele com &gua/no chuveiro. Ligue
imediatamente para um CENTRO DE ENVENENAMENTO ou um médico.
Armazene em local trancado. Use luvas de protecdo/vestudrio de

protecdo/protecdo ocular/protecdo facial.

Buffer AW 1

Contém: cloridrato de guanidina. Aviso! Nocivo, se engolido ou
inalado. Provoca irritacdo da pele. Causa irritagdo grave nos olhos.
Ligue para um CENTRO DE ENVENENAMENTO ou médico, se néo
se sentir bem. Elimine o conteldo/recipiente em um local de
eliminacdo de residuos aprovado. Retire a roupa contaminada e lave-
a, antes de uséla novamente. Use luvas de protecdo/vestudrio de

protecdo/protecdo ocular/protecdo facial.
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Armazenamento e manuseio de reagentes

As colunas de centrifugagdo QlAamp Mini devem ser guardadas secas, entre 2 a 8 °C; o
armazenamento a temperaturas mais altas deve ser evitado. Todas as solugdes devem ser
guardadas & temperatura ambiente (15 a 25 °C), salvo indicagdo em contrdrio. As colunas
de centrifugacdo QlAamp Mini e todos os tampdes e reagentes podem ser armazenados
nessas condicdes, até a data de validade informada na caixa do kit, sem mostrar nenhuma
reducdo no desempenho.

O RNA carreador liofilizado pode ser armazenado & temperatura ambiente até a data de
validade na caixa do kit. O RNA carreador deve ser dissolvido em Buffer AVE. No
procedimento manual, o RNA carreador dissolvido deve ser adicionado imediatamente ao
Buffer AVL, conforme descrito na pdgina 23. Essa solucdo deve ser preparada fresca,
mantendo-se estdvel entre 2 e 8 °C por até 48 horas. Quando armazenado entre 2 e 8 °C,
o Buffer AVL-RNA carreador desenvolve um precipitado que deve ser dissolvido novamente
por meio de aquecimento a 80 °C = 3 °C antes do uso. As porgdes ndo utilizadas de RNA
carreador dissolvido no Buffer AVE devem ser congeladas em aliquotas entre -30 e -15 °C.
Néo congele-descongele as aliquotas do RNA carreador mais de 3 vezes.

NAO aqueca a solucdo de Buffer AVI-RNA carreador mais de 6 vezes. NAQ incube a 80 °C
durante mais de 5 minutos. O aquecimento frequente e a incubacdo prolongada causardo a
degradag¢do do RNA carreador, reduzindo a recuperacdo de RNA viral e levando, por fim,
a resultados de RT-PCR falso-negativos, principalmente quando sdo usadas amostras de baixo
titulo.

Armazenamento e manuseio de espécimes

Apds a coleta e a centrifugagdo, o plasma (tratado ou ndo com anticoagulantes que ndo
sejam a heparina) ou o soro podem ser armazenados a 2 a 8 °C por até 6 horas. Para o
armazenamento prolongado, recomenda-se o congelamento em aliquotas entre -80 e -20 °C.
As amostras congeladas de plasma ou soro ndo devem ser descongeladas mais de uma vez.
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O congelamento e descongelamento recorrente leva & desnaturacdo e & precipitacdo de
proteinas, reduzindo os titulos virais e, consequentemente, as producdes do RNA viral isolado.
Além disso, os crioprecipitados formados pelo congelamento-descongelamento causardo a
obstrugdo da membrana QlAamp. Se os crioprecipitados estiverem visiveis, eles poderdo ser
peletizados por meio de uma breve centrifugacdo, a aproximadamente 6800 x g durante
3 minutos + 30 segundos. O sobrenadante liberado deve ser removido, sem perturbar o
pellet, e processado imediatamente.

Procedimento

Pontos importantes antes de comecar

® Assim que receber o kit, verifique se hd algum dano nos respectivos componentes. Se os
blisteres ou os recipientes dos tampdes estiverem danificados, entre em contato com a
Assisténcia Técnica da QIAGEN ou com o distribuidor local. Em caso de derramamento
de liquidos, consulte "Avisos e precaucdes" (pdgina 17). N&o use componentes de kits

danificados, uma vez que o seu uso pode prejudicar o desempenho do kit.
® Use sempre equipamentos sem RNase.

e Troque sempre as ponteiras das pipetas entre as transferéncias de liquidos. Para
minimizar a contaminag¢&o cruzada, recomenda-se o uso de ponteiras de pipeta com

barreira contra aerosséis.
e Todas as etapas de centrifugagdo séo realizadas & temperatura ambiente (15-25 °C).

e Use sempre luvas descartdveis e verifique regularmente se elas ndo estdo contaminadas

com o material da amostra. Descarte as luvas se elas se contaminarem.
® Para minimizar a contfaminacdo cruzada, abra apenas um tubo por vez.

® NG&o use componentes de outros kits com os kits que estiver usando no momento, a

menos que os nimeros de lote sejam idénticos.

e Evite a contaminagdo microbiana dos reagentes do kit.
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® Para aumentar a seguranca em relagdo a materiais potencialmente infecciosos,
recomenda-se trabalhar em condi¢des de fluxo de ar laminar até que as amostras sejam

lisadas.

® Para automagdo, siga as instrugdes nas fichas de protocolo (QlAcube) ou na tela do
software (QlAcube Connect MDx) e consulte os manuais do usudrio adequados (para o
QlAcube e o QlAcube Connect MDx).

® Esse kit apenas deve ser usado por uma equipe treinada em prdticas laboratoriais de

diagnéstico in vitro.

Notas importantes

Dedique alguns momentos para ler este manual com cuidado antes de comegar o preparo.
Os comentdrios nos protocolos do QlAamp DSP Viral RNA Mini, a partir da pdgina 31, sdo

particularmente valiosos.

Se estiver preparando o RNA pela primeira vez, leia "Manuseio de RNA" no Apéndice deste
manvual (pdgina 43). Todas as etapas dos protocolos do QlAamp DSP Viral RNA Mini devem
ser executadas com rapidez e & temperatura ambiente. O procedimento do QlAamp DSP
Viral RNA Mini ndo foi projetado para separar o RNA do DNA. Para evitar a contaminag&o
com DNA celular, siga as orientagdes em "Contaminagdo com DNA celular" na pdgina 9
deste manual. O procedimento do QlAamp DSP Viral RNA Mini isola todas as moléculas de
RNA com mais de 200 nucleotideos. As moléculas menores de RNA ndo se ligardo

quantitativamente nas condi¢des de uso.
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Preparo de reagentes e tampdes

e Adicdo de RNA carreador ao Buffer AVL* (apenas para o procedimento manual)

Adicione 310 pl de Buffer AVE ao tubo que contém 310 pg de RNA carreador
liofilizado para obter uma solugdo de 1 pg/pl. Dissolva completamente o RNA
carreador, divida-o em aliquotas no tamanho mais conveniente e armazene-o entre -25
e -15 °C. Ndo congele-descongele as aliquotas do RNA carreador mais de 3 vezes.

e Verifique se hd precipitado no Buffer AVL e, se necessdrio, incube-o a 80 °C = 3 °C até
que o precipitado se dissolva. Calcule o volume da mistura de Buffer AVL-RNA
carreador necessdrio por lote de amostras selecionando o nimero de amostras que

serdo processadas simultaneamente a partir da Tabela 1 (pdgina 24).

Para nimeros maiores de amostras, os volumes podem ser calculados com o uso do seguinte

cdlculo amostral:

nx0,56ml=yml
ymlx 10 pl/ml =z
onde: n = nimero de amostras a serem processadas simultaneamente
y = volume calculado do Buffer AVL
z = volume de RNA carreador-Buffer AVE a ser adicionado ao Buffer AVL

Misture, com cuidado, invertendo o tubo 10 vezes. Para evitar a formagdo de espuma, ndo

centrifugue.

Nota: O procedimento de preparo de amostras é ofimizado para 5,6 pg de RNA carreador
por amostra. Se for demonstrado que menos RNA carreador é melhor para o seu sistema
de amplificagdo, transfira apenas a quantidade necessdria de RNA carreador dissolvido
para os tubos que contém Buffer AVL. (O uso de menos de 5,6 pg de RNA carreador por
amostra deve ser validado para cada tipo especifico de amostra e ensaio posterior.)

* Contém sal caotrépico. Tome as medidas apropriadas de seguranca em laboratério e use luvas durante o

manuseio. N&o compativel com agentes desinfetantes que contenham dgua sanitéria. Consulte a pagina 17 para
obter informagdes de seguranga.
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A solugdo de Buffer AVL-RNA carreador deve ser preparada fresca, mantendo-se estavel
entre 2 °C e 8 °C por até 48 horas. Quando armazenada entre 2 e 8 °C, a solucdo
desenvolve um precipitado que deve ser dissolvido novamente por meio de aquecimento a
80 °C = 3 °C antes do uso. N&o aqueca a solugdo de Buffer AVL-RNA carreador mais de
6 vezes. N&o incube a 80 °C + 3 °C durante mais de 5 minutos. O aquecimento frequente e
a incubacdo prolongada causardo a degradagdo do RNA carreador, reduzindo a
recuperacdo de RNA viral e levando, por fim, a resultados de RT-PCR falso-negativos. Isso

acontece principalmente com amostras de baixo titulo.

Para o procedimento automatizado, o QlAcube/QlAcube Connect MDx realizard a

preparacdo da mistura de Buffer AVL-RNA carreador.

Tabela 1. Volumes (Vol.) de Buffer AVL e da mistura de RNA carreador-Buffer AVE necessdrios para nGmeros especificos
(N°) de amostras para o procedimento do QlAamp DSP Viral RNA Mini

o Vol. RNA
N° amostras vol. B(‘::Tr AVL carr eZ:IorE'l:CE (vl " omesras VX{}LB(‘:S? carreador-AVE (pl)
1 0,56 5,6 13 7,28 72,8
2 1,12 11,2 14 7,84 78,4
3 1,68 16,8 15 8,40 84,0
4 2,24 22,4 16 8,96 89,6
5 2,80 28,0 17 9,52 95,2
6 3,36 33,6 18 10,08 100,8
7 3,92 39,2 19 10,64 106,4
8 4,48 44,8 20 11,20 112,0
9 5,04 50,4 21 11,76 117,6
10 5,60 56,0 22 12,32 123,2
11 6,16 61,6 23 12,88 128,8
12 6,72 67,2 24 13,44 134,4
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Buffer AW1 *

O Buffer AW1 ¢ fornecido como um concentrado. Antes de usé-lo pela primeira vez, adicione
a quantidade adequada de etanol (96 a 100%), conforme indicado no frasco e na Tabela 2.
O Buffer AW1 permanece estdvel durante 6 meses quando armazenado fechado &

temperatura ambiente, mas somente até a data de validade do kit.

Tabela 2. Preparo do Buffer AW1

N° de ref. do kit N° prep. Concentragdio de Etanol Volume final
AWI1
61904 50 19 ml 25 ml 44 ml
Buffer AW2T

O Buffer AW?2 & fornecido como um concentrado. Antes de usé-lo pela primeira vez, adicione
a quantidade adequada de etanol (96 a 100%) ao concentrado de Buffer AW2, conforme

indicado no frasco e na Tabela 3.

O Buffer AW2 permanece estdvel durante 6 meses quando armazenado fechado &

temperatura ambiente, mas somente até a data de validade do kit.

Tabela 3. Preparo do Buffer AW2

Ne de ref. do kit N° prep. Concentragdio de Etanol Volume final
AW2
61904 50 13 ml 30 ml 43 ml

* Contém sal caotrépico. Tome as medidas apropriadas de seguranca em laboratério e use luvas durante o
manuseio. N&o compativel com agentes desinfetantes que contenham dgua sanitéria. Consulte a pagina 17 para
obter informagdes de seguranca.

T Contém azida de sédio como conservante.

Instrucdes de uso (Manual) do QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit  01/2021 25



Manuseio das colunas de centrifugagdo QlAamp Mini

Dada a sensibilidade das tecnologias de amplificagdo de dcidos nucleicos, as precaugdes a
seguir sdo necessdrias ao manusear as colunas de centrifugagdo QlAamp Mini para evitar a

contaminagdo cruzada entre os preparos de amostras:

® Aplique com cuidado a amostra ou solugdo na coluna de centrifugagdo QlAamp Mini.
Pipete a amostra na coluna de centrifugagdo QlAamp Mini sem molhar a borda da

coluna.

e Troque sempre as ponteiras das pipetas entre as transferéncias de liquidos. Recomenda-

se o uso de ponteiras de pipeta com barreira contra aerosséis.

e Evite o contato da membrana da coluna de centrifugagdo QlAamp Mini com a ponteira
da pipeta.

® Apds todas as etapas de agitagdo em vértex pulsador, centrifugue brevemente os tubos

da microcentrifuga para remover as gotas de dentro das tampas.

e Abra apenas uma coluna de centrifugagdo QlAamp Mini de cada vez e tome cuidado

para evitar a geragdo de aerossois.

® Use luvas durante todo o procedimento. Em caso de contato entre as luvas e a amostra,

troque as luvas imediatamente.

Protocolo de vdcuo no QlAvac

O QlAvac 24 Plus foi criado para processamento a vécuo répido e eficiente de até 24 coluna
de centrifugacdo QIAGEN em paralelo. As amostras e solugdes de lavagem sdo retiradas
pelas membranas da coluna por vécuo, em vez de centrifugagdo, proporcionando uma maior
velocidade e menos tempo de manipulagéo em procedimentos de purificagéo.

Em combinagdo com o QlAvac Connecting System (opcional), o QlAvac 24 Plus pode ser
usado como sistema de passagem. A passagem da amostra é coletada em um frasco de
residuos separado.

Para manutencdo do QlAvac 24 Plus, consulte as diretrizes de manuseio no Manual do
QIAvac 24 Plus.
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Diretrizes do QlAvac 24 Plus

Sempre coloque o QlAvac 24 Plus em uma bancada ou drea de trabalho segura. Em

caso de queda, o coletor QlAvac 24 Plus pode rachar.

Guarde sempre o QlAvac 24 Plus limpo e seco. Para os procedimentos de limpeza
consulte o Manual do QlAvac 24 Plus.

Os componentes do QlAvac 24 Plus ndo sdo resistentes a certos solventes (Tabela 4). Se

esses solventes forem derramados na unidade, lave completamente com égua.

Para garantir desempenho consistente, ndo aplique silicone ou graxa a vécuo em

nenhuma peca do coletor QlAvac 24 Plus.

Tenha sempre cuidado e use 6culos de seguranca ao trabalhar préximo a um coletor a

vécuo sob pressdo.

Entre em contato com a Assisténcia técnica da QIAGEN ou com o distribuidor local,

para obter informagdes com relacdo a pegas sobressalentes ou de reposicdo.

A pressdo do vécuo é o diferencial de pressdo entre a parte interna do coletor de vdcuo
e a atmosfera (pressdo atmosférica padrdo de 1013 milibares ou 760 mm Hg) e pode
ser medida usando o QlAvac Connecting System ou um regulador de vécuo (consulte a
Figura 3, pagina 28). O protocolo de vdcuo requer uma bomba de vacuo capaz de
produzir um vécuo de -800 a -200 mbar (por ex., QIAGEN Vacuum Pump). Pressées de
vécuo maiores devem ser evitadas. O uso de pressdes de vdcuo menores que o
recomendado pode reduzir o rendimento do DNA e a pureza e aumentar a frequéncia

de entupimento de membranas.
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Tabela 4. Propriedades de resisténcia quimica do QlAvac 24 Plus

Resistente a: Nao resistente a:
Acido acético Sais caotrépicos Benzeno

Acido crémico Alcoois concentrados Fenol

SDS Cloreto de sédio Cloroférmio
Tween® 20 Ureia Tolueno

Agua sanitdria Acido cloridrico Eteres
Hidréxido de sédio

— Medidor do

regulador

Figura 3. Diagrama esquemdtico do Vacuum Regulator.
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Configuracdo do coletor de vacuo QlAvac 24 Plus

1. Conecte o QlAvac 24 Plus a uma fonte de vdcuo. Se estiver usando o QlAvac
Connecting System, conecte o sistema ao coletor e & fonte de vdcuo, conforme
descrito no Apéndice A do Manual do QIlAvac 24 Plus.

2. Recomendado: Insira uma VacValve em cada slot luer do QlAvac 24 Plus que serd
usado (consulte a Figura 4, pégina 30).

As VacValves devem ser usadas se as taxas de fluxo das amostras diferirem
significativamente, para garantir um vécuo consistente.

3. Insira um VacConnector em cada VacValve (consulte a Figura 4) ou diretamente em
cada slot luer do QlAvac 24 Plus que serd usado. Feche os slots luer ndo usados com
plugues luer ou feche a VacValve inserida.

Execute essa etapa diretamente antes de iniciar a purificagdo, para evitar a exposicdo
de VacConnectors a possiveis contaminantes presentes no ar.

4.  Coloque as colunas de centrifugacdo QlAamp Mini nos VacConnectors do coletor
(consulte a Figura 4).

5. Para purificagdo de dcidos nucleicos, siga as instrugdes no protocolo de vécuo.
Descarte os VacConnectors corretamente, depois do uso.

Deixe a tampa da coluna de centrifugagdo QlAamp Mini aberta enquanto aplica o
vécuo. Desligue o vécuo entre as etapas, para garantir que um vdcuo consistente e
constante seja aplicado durante o processamento. Para uma liberacGo de vécuo mais
répida, um regulador de vacuo deve ser usado (consulte a Figura 3, pdgina 28).
Nota: Cada VacValve pode ser fechada individualmente quando a amostra tiver sido
completamente retirada pela coluna de centrifugagdo, permitindo o processamento
paralelo de amostras de diferentes volumes ou viscosidades.
6.  Depois do processamento de amostras, limpe o QlAvac 24 Plus (consulte "Limpeza e
descontaminagdo do QlAvac 24 Plus" no Manual do QIlAvac 24 Plus).
Nota: Os Buffers AVL e AW usados no procedimento do QlAamp DSP Viral RNA Mini
ndo sGo compativeis com agentes desinfetantes que contenham dgua sanitdria. Consulte

a pdgina 17 para obter informagdes de seguranca.
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Figura 4. Configuragéio do QlAvac 24 Plus com as colunas de centrifugacdio QlAamp Mini usando VacValves e VacConnectors.

1. Coletor de vécuo QlAvac 24 Plus 4. VacConnector*
2. Slot luer do QIAvac 24 Plus 5. Coluna de centrifugagdo QlAamp Mini
3. VacValve (opcional)* 6. Slot lver fechado com plug luer

* Deve ser adquirida separadamente.
Centrifugagdo

A centrifugacdo das colunas de centrifugacdo QlAamp Mini é realizada a aproximadamente
6000 x g para reduzir o ruido da centrifuga. A centrifugagdo & velocidade mdxima néo
aumentard os rendimentos de RNA. A centrifugacdo a velocidades mais baixas para o
carregamento de lisado e a primeira etapa de lavagem também é aceitdvel, desde que a
solucdo completa seja transferida através da membrana. E altamente recomendado realizar

a centrifugacdo da segunda etapa de lavagem & velocidade méxima.

Todas as etapas de centrifugacdo devem ser realizadas & temperatura ambiente.
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Protocolo: Concentracdo da amostra

Plasma, soro, urina, liquido cefalorraquidiano, medula éssea e outros fluidos corporais
geralmente possuem fitulos virais muito baixos. Nesses casos, é recomenddvel concentrar

amostras de até 3,5 ml até um volume final de 140 pl.

Ponto importante antes de comegar

® Use microconcentradores centrifugos como o Microsep 100 (Filtron: 3,5 ml, n° de
ref. OD100C40), Ultrafree®-CL (Millipore: 2 ml, n° de ref. UFC4 THK 25) ou equivalente

de outros fornecedores.

Procedimento

1. Aplique até 3,5 ml de amostra no microconcentrador seguindo as instrucdes do
fabricante.

2. Centrifugue de acordo com as instrugdes do fabricante até um volume final de 140 l.

Algumas amostras, principalmente as de plasma, podem ser dificeis de concentrar até

140 pl devido & alta viscosidade. A centrifugagdo por até é h pode ser necessdria.

3. Pipete 140 pl de amostra concentrada em um tubo da microcentrifuga de 1,5 ml e siga

o protocolo de centrifugacdo do QlAamp DSP Viral RNA na pdgina 32.
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Protocolo: Purificacdo de RNA viral usando uma microcentrifuga ou

o QlAcube/QlAcube Connect MDx

Para a purificagdo de RNA viral de 140 pl de plasma, soro, urina, meio de cultura celular ou
fluidos corporais livres de células usando uma microcentrifuga ou automatizada no QlAcube
ou no QlAcube Connect MDx. Volumes de partida maiores, de até 560 pl (em mdltiplos de
140 pl), podem ser processados aumentando proporcionalmente os volumes iniciais e
carregando a coluna de centrifugacdo QlAamp Mini vérias vezes, como descrito abaixo no
protocolo. Algumas amostras com titulos virais muito baixos devem ser concentradas antes do

procedimento de purificacdo. Consulte "Protocolo: Concentragdo da amostra" (pdgina 31).

Pontos importantes antes de comegar

® leia "Procedimento" (pdginas 21-28) antes de iniciar o protocolo.
e Todas as etapas de centrifugagdo sdo realizadas & temperatura ambiente (15-25 °C).

® O processamento automatizado de 2-10 ou 12 amostras pode ser realizado no
QlAcube/QlAcube Connect MDx.

® Para automagdo, siga as instrugdes nas fichas de protocolo (QlAcube) ou na tela do
software (QlAcube Connect MDx) e consulte os manuais do usudrio adequados (para o
QlAcube e o QlAcube Connect MDx).

O que fazer antes de comegar

e Equilibre as amostras & temperatura ambiente.
e Equilibre o Buffer AVE & temperatura ambiente para elui¢do na etapa 11.

e Certifique-se de que o Buffer AW1 e o Buffer AW2 tenham sido preparados de acordo

com as instrugdes na pdgina 25.

® Apenas para o procedimento manual: adicione o RNA carreador reconstituido no Buffer

AVE ao Buffer AVL, de acordo com as instrugdes na pégina 23.
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Procedimento

® Para o procedimento manual com a microcentrifuga, siga as etapas 1-11.
e Este procedimento pode ser automatizado em duas versdes diferentes:

O Padrdo: automagdo completa usando 140 pl de amostra (comecando pela etapa 1)
O Lise manual: parcialmente automatizada com lise manual fora do equipamento
(comegando apés a etapa 4)
1. Pipete 560 pl de Buffer AVL contendo RNA carreador em um tubo de lise (LT).

Se o volume da amostra for maior que 140 pl, aumente a quantidade de Buffer AVL-

RNA carreador proporcionalmente (por exemplo, uma amostra de 280 pl exigird
1120 pl de Buffer AVL-RNA carreador) e use um tubo maior.

2. Adicione 140 pl de plasma, soro, urina, sobrenadante de cultura celular ou fluido
corporal livre de células ao Buffer AVL-RNA carreador no tubo de lise (LT). Misture por
agitagdo em vértex pulsador durante 15 s.

Para garantir uma lise eficiente, é essencial que a amostra seja completamente
misturada no Buffer AVL a fim de produzir uma solucdo homogénea. Amostras
congeladas que foram descongeladas apenas uma vez também podem ser usadas.

3. Incube & temperatura ambiente por 10 min = 1 min.

A lise da particula viral estd completa apés lise por 10 min & temperatura ambiente.

4. Centrifugue brevemente o tubo de lise (LT) para remover as gotas de dentro da tampa.
Nota: Se a lise manual (etapas 1-4) tiver sido realizada fora do equipamento, as

seguintes etapas (etapas 5-11) podem ser automatizadas no QlAcube ou no QlAcube

Connect MDx seguindo as instrugcdes (na tela) para o protocolo de Lise manual.
5. Adicione 560 pl de etanol (96-100%) & amostra e misture por agitacdo em vértex
pulsador por >15 s. Apés misturar, centrifugue brevemente o tubo para remover as

gotas de dentro da tampa.
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Deve ser usado apenas etanol, pois outros dlcoois podem resultar em menor rendimento
e pureza do RNA. N&o use élcool desnaturado, que contém outras substancias, como
metanol ou metiletilcetona. Se o volume da amostra for maior que 140 pl, aumente a
quantidade de etanol proporcionalmente (por exemplo, uma amostra de 280 pl exigird
1120 pl de etanol). A fim de garantir uma ligagdo eficiente, é essencial que a amostra

seja completamente misturada no etanol para produzir uma solugdo homogénea.

Aplique cuidadosamente 630 pl da mistura da etapa 5 na coluna de centrifugacdo do
QlAamp Mini (em um tubo de lavagem [WT]) sem umedecer a borda. Feche a tampa e
centrifugue a aproximadamente 6000 x g durante 21 min. Coloque a coluna de
centrifugacdo QlAamp Mini em um tubo de lavagem limpo (WT) de 2 ml e descarte o

tubo de lavagem contendo o filtrado.

Feche todas as colunas de centrifugagdo para evitar a contaminagdo cruzada durante

centrifugagdo.

A centrifugacdo é realizada a aproximadamente 6000 x g a fim de limitar o ruido da
microcentrifuga. A centrifugacdo & velocidade méxima ndo afetard o rendimento ou a
pureza do RNA viral. Se a solugdo ndo tiver atravessado completamente a membrana,

centrifugue novamente a uma velocidade mais alta até toda a solugdo t&-la atravessado.
Abra cuidadosamente a coluna de centrifugacdo QlAamp Mini e repita a etapa 6.

Repita essa etapa até que todo o lisado tenha sido carregado na coluna de
centrifugagdo.

Abra cuidadosamente a coluna de centrifugagdo QIAamp Mini e adicione 500 pl de
Buffer AW 1. Feche a tampa e centrifugue a aproximadamente 6000 x g durante

>1 min. Coloque a coluna de centrifugacdo QlAamp Mini em um tubo de lavagem

limpo (WT) de 2 ml e descarte o tubo de lavagem contendo o filtrado.

Na&o é necessdrio aumentar o volume de Buffer AW 1, mesmo que o volume da amostra

original fosse maior que 140 pl.

Abra cuidadosamente a coluna de centrifugacdo QlAamp Mini e adicione 500 pl de
Buffer AW2. Feche a tampa e centrifugue & velocidade méxima (aproximadamente

20.000 x g) durante 3 min + 30 s.
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10. Coloque a coluna de centrifugacdo QlAamp Mini em um novo tubo de lavagem (WT)
de 2 ml e descarte o tubo de lavagem contendo o filirado. Centrifugue & velocidade
madxima por 1 min.

11. Coloque a coluna de centrifugacdo QlAamp Mini em um tubo de eluicdo limpo (ET).
Descarte o tubo de lavagem contendo o filirado. Abra cuidadosamente a coluna de
centrifugacdo QIAamp Mini e adicione 60 pl de Buffer AVE equilibrado & temperatura

ambiente. Feche a tampa e incube & temperatura ambiente durante >1 min.

Centrifugue a aproximadamente 6000 x g durante >1 min.
Nota importante: No caso de todos os procedimentos automatizados, remova os eluatos

do instrumento diretamente apds terminar a execugdo e armazene-os adequadamente.
Protocolo: Purificacdo do RNA viral (protocolo de vacuo)

Este protocolo se destina & purificagdo do RNA viral a partir de 140 pl de plasma, soro,
urina, meio de cultura celular ou fluidos corporais livres de células, usando o QlAvac 24 Plus
ou coletor de vacuo equivalente. Volumes de partida maiores, de até 560 pl (em moltiplos de
140 pl), podem ser processados aumentando proporcionalmente os volumes iniciais e
carregando a coluna de centrifugacdo QlAamp Mini vdrias vezes, como descrito abaixo no
protocolo. Algumas amostras com titulos virais muito baixos devem ser concentradas antes do

procedimento de purificagdo. Consulte "Protocolo: Concentragdo da amostra” (pagina 31).

Pontos importantes antes de comecar

® leia "Procedimento" (pd&ginas 21-28) antes de iniciar o protocolo.

e Todas as etapas de centrifugagdo sdo realizadas & temperatura ambiente (15-25 °C).

O que fazer antes de comecar

e Equilibre as amostras & temperatura ambiente.

® Equilibre o Buffer AVE & temperatura ambiente para elui¢do na etapa 14.
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Certifique-se de que o Buffer AW1 e o Buffer AW2 tenham sido preparados de acordo

com as instru¢des na pdgina 25.

Adicione o RNA carreador reconstituido no Buffer AVE ao Buffer AVL, de acordo com as

instrucdes na pdgina 23.

Para processamento usando VacConnectors e VacValves, configure o QlAvac 24 Plus

conforme descrito na pagina 29.

Procedimento

1.

Pipete 560 pl de Buffer AVL contendo RNA carreador em um tubo de lise (LT).

Se o volume da amostra for maior que 140 pl, aumente a quantidade de Buffer AVL-

RNA carreador proporcionalmente (por exemplo, uma amostra de 280 pl exigird
1120 pl de Buffer AVL-RNA carreador) e use um tubo maior.

. Adicione 140 pl de plasma, soro, urina, sobrenadante de cultura celular ou fluido

corporal livre de células ao Buffer AVL-RNA carreador no tubo de lise (LT). Misture por
agitagdo em vértex pulsador durante >15 s.

Para garantir uma lise eficiente, é essencial que a amostra seja completamente
misturada no Buffer AVL a fim de produzir uma solugdo homogénea. Amostras
congeladas que foram descongeladas apenas uma vez também podem ser usadas.

. Incube & temperatura ambiente por 10 min £ 1 min.

A lise da particula viral esté completa apés lise por 10 min = 1 min & temperatura
ambiente.

4. Centrifugue brevemente o tubo para remover as gotas de dentro da tampa.

. Adicione 560 pl de etanol (96-100%) & amostra e misture por agitagdo em vértex

pulsador por 215 s. Apés misturar, centrifugue brevemente o tubo para remover as
gotas de dentro da tampa. Insira a coluna de centrifugacdo QIAamp Mini no
VacConnector do coletor de vacuo QlAvac 24 Plus.

Deve ser usado apenas etanol, pois outros dlcoois podem resultar em menor rendimento
e pureza do RNA. Néo use dlcool desnaturado, que contém outras substéncias, como
metanol ou metiletilcetona. A fim de garantir uma ligagdo eficiente, é essencial que a
amostra seja completamente misturada no etanol para produzir uma solugéo
homogénea. O tubo de coleta do blister pode ser guardado para a centrifugacdo da
etapa 13.
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6. Certifique-se de que a vélvula de vécuo principal (entre a bomba de vacuo e o coletor
de vacuo) e a vdlvula de tampa rosqueada (na extremidade do coletor de vacuo
QlAvac 24 Plus) estejam fechadas. Ligue a bomba de vécuo pressionando o botdo de
energia.

O vdcuo é aplicado apenas no sistema de conexdo (se utilizado) e, ndo, no coletor de

vdcuo.

Nota: Para uma liberagdo rdpida e conveniente da pressdo do vdcuo, devem ser usados

o QlAvac Connecting System ou o Vacuum Regulator. Consulte "Materiais necessdrios
mas ndo fornecidos" (pdagina 15).

7. Aplique cuidadosamente 630 pl do lisado da etapa 5 na coluna de centrifugacéo
QlAamp Mini sem umedecer a borda. Evite o contato da membrana da coluna de
centrifugacdo QlAamp Mini com a ponteira da pipeta.

8. Abra a vdlvula de vécuo principal. Certifique-se de deixar a tampa da coluna de
centrifugacdo QlAamp Mini aberta enquanto aplica o vécuo. Depois que todos os

’

lisados tiverem sido retirados da coluna de centrifugacdo QlAamp Mini, feche a bomba

de vdcuo principal e abra a vdlvula de tampa rosqueada para ventilar o coletor. Feche

a vélvula de tampa rosqueada depois que o vécuo for liberado do coletor.

Depois de fechar a vdlvula de vécuo principal, o vacuo é aplicado apenas no sistema
de conexdo (se utilizado) e ndo no coletor de vacuo. Se os lisados das amostras
individuais n&o tiverem atravessado completamente a membrana apesar de as
VacValves de todas as colunas de centrifugacdo QlAamp Mini estarem fechadas,

coloque a coluna de centrifugagdo QlAamp Mini em um tubo de lavagem (WT) de 2 ml

limpo, feche a tampa e centrifugue & velocidade maxima durante 3 min ou até ter
atravessado completamente. Continue as etapas de 7 a 11 do protocolo de

centrifugagdo na pdgina 34 para finalizar o procedimento. A centrifugacdo é realizada

a aproximadamente 6000 x g a fim de limitar o ruido da microcentrifuga. A
centrifugacdo a velocidade méxima ndo afetard o rendimento ou a pureza do RNA

viral.

9. Aplique 750 pl do Buffer AW1 na coluna de centrifugagdo QlAamp Mini sem umedecer

a borda. Evite o contato da membrana da coluna de centrifugagdo QlAamp Mini com a
ponteira da pipeta.
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10. Abra a vélvula de vacuo principal. Depois que todo o Buffer AW tiver sido retirado da
coluna de centrifugacdo QlAamp Mini, feche a bomba de vécuo principal e abra a
vélvula de tampa rosqueada para ventilar o coletor. Feche a vdlvula de tampa
rosqueada depois que o vacuo for liberado do coletor.

11. Aplique 750 pl do Buffer AW2 na coluna de centrifugacdo QlAamp Mini sem
umedecer a borda. Evite o contato da membrana da coluna de centrifugagdo QlAamp
Mini com a ponteira da pipeta. Deixe a tampa da coluna aberta.

12. Abra a vdlvula de vécuo principal. Depois que todo o Buffer AW?2 tiver sido retirado da
coluna de centrifugacdo QlAamp Mini, feche a bomba de vécuo principal e abra a
vélvula de tampa rosqueada para ventilar o coletor. Feche a vdlvula de tampa
rosqueada depois que o vdacuo for liberado do coletor.

13. Feche a tampa da coluna de centrifugagdo QlAamp Mini. Remova-a do coletor de
vécuo e descarte o VacConnector. Coloque a coluna de centrifugagdo QlAamp Mini em
um tubo de lavagem (WT) de 2 ml limpo guardado da etapa 5 e centrifugue, &
velocidade mdxima, durante 1 min, para secar a membrana completamente.

14. Coloque a coluna de centrifugagdo QlAamp Mini em um tubo de eluicdo limpo (ET).
Descarte o tubo de coleta contendo o filtrado. Abra cuidadosamente a coluna de
centrifugagdo QlAamp Mini. Adicione 60 pl de Buffer AVE e equilibre & temperatura
ambiente. Feche a tampa e incube & temperatura ambiente durante 1 min. Centrifugue &
aproximadamente 6000 x g durante >1 min.
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Controle de qualidade

De acordo com o Sistema de gestdo de qualidade com certificado I1ISO da QIAGEN, todos
os lotes do QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit sdo testados com relacdo a especificacdes

predeterminadas para garantir uma qualidade consistente do produto.
Limitacoes

O desempenho do sistema foi estabelecido usando amostras de plasma e soro, fluidos

corporais livres de células e sobrenadantes de cultura celular para o isolamento do RNA viral.

E responsabilidade do usudrio validar o desempenho do sistema para quaisquer
procedimentos usados em seu laboratério que ndo abrangidos pelos estudos de desempenho
da QIAGEN. Para minimizar o risco de um impacto negativo nos resultados do diagnéstico,
deve-se utilizar os controles adequados para aplicacdes a jusante. Para validagdo adicional,
as diretrizes da Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo de Requisitos Técnicos (ICH)
em ICH Q2 (R1) Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology (Validacdo de

Procedimentos Analiticos: Texto e Metodologial).

Quaisquer resultados de diagnéstico gerados devem ser interpretados em conjunto com outros

resultados clinicos ou laboratoriais.
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Simbolos

Os seguintes simbolos podem aparecer nas instrucdes de uso ou na embalagem e na etiqueta:

Simbolo Definicdo do simbolo
W N> Contém reagentes suficientes para <N> reacées
2 Data de validade

IVD Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Na chegada

<

Rps Abra na entrega. Armazene as QlAamp Mini Spin Columns
WL ¥4 entre 2°Ce 8 °C

Némero de referéncia
LOT Nomero de lote
Nomero do material (isto &, efiquetagem do componente)

Componentes

JEEE

VOL Volume

Adicdo

Limites de temperatura

Fabricante

E:
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Simbolo

Definicéio do simbolo

LYOPH

RCNS

GuHCI

GITC

Rn

//I o —
P S
[ |

A

Consulte as instrucdes de uso

Anote a data atual, depois da adi¢do de etanol no frasco

Etanol
Contém

Liofilizado

Reconstituir em

Resulta em

Cloridrato de guanidina

Tiocianato de guanidina

Niémero global de item comercial

Nimero
R representa a revisdo das Instrugdes de uso e n representa

o nimero de revisdo

Conservar ao abrigo da luz solar

Aviso/cuidado
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Informacdes de contato

Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, consulte o nosso Centro de Suporte Técnico
em www.qiagen.com/Support, ligue para 800-362-7737 ou contate um dos Departamentos

de Assisténcia Técnica da QIAGEN ou os distribuidores locais (consulte a contracapa do

manual ou visite www.qiagen.com).
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Apéndice

Manuseio de RNA

As ribonucleases (RNases) sdo enzimas muito estdveis e ativas que, geralmente, ndo precisam
de cofatores para funcionar. Como as RNases sdo dificeis de inativar e cada minima quantia
é suficiente para destruir o RNA, ndo use utensilios de pldstico ou de vidro sem, primeiro,
eliminar possiveis contaminagdes por RNase. Muito cuidado deve ser tomado, para evitar
introduzir, sem querer, RNases na amostra de RNA durante ou depois do procedimento de
purificagdo. Para criar e manter um ambiente sem RNase, as seguintes precaugdes deverdo
ser tomadas durante o prédratamento e o uso de vasos e solugdes descartdveis e ndo
descartdveis, ao trabalhar com RNA.

Manuseio geral

Use sempre uma técnica asséptica e microbiolégica adequada ao trabalhar com RNA.
Particulas das méos e de pé podem carregar bactérias e mofo e sdo as fontes mais comuns
de contaminacdo por RNase. Sempre use luvas de ldtex ou vinil durante o manuseio de
reagentes e amostras de RNA, para evitar contaminacdes por RNase com origem na
superficie da pele ou em poeira do equipamento de laboratério. Troque as luvas com
frequéncia e mantenha os tubos fechados, sempre que possivel. Durante o procedimento,
trabalhe rapidamente para evitar degradagdo do RNA por RNases endégenas ou residuais.

Utensilios de pléstico descartéveis

O uso de tubos de polipropileno estéreis e descartdveis é recomendado durante o
procedimento. Esses tubos, geralmente, ndo tém RNase e ndo requerem pré-tratamento para
inativar as RNases.
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Utensilios de pléstico ndo descartaveis

Utensilios plésticos ndo descartdveis devem ser tratados, antes de serem usados, para garantir
que n&o tenham RNase. Utensilios de pldstico devem ser completamente lavados com NaOH
0,1 M,* 1 mM EDTA*, seguidos por dgua sem RNase (consulte "Solugdes", pagina 45).
Como dlternativa, utensilios de pléstico resistentes ao cloroférmio podem ser lavados com
cloroférmio* para inativar as RNases.

Utensilios de vidro

Utensilios de vidro devem ser tratados antes de serem usados para garantir que ndo tenham
RNase. Utensilios de vidro usados para trabalhar com RNA devem ser limpos com um
detergente, T completamente lavados e colocados no forno a >240 °C por quatro horas ou
mais (durante a noite, se for mais conveniente) antes de serem usados. Apenas colocar na
autoclave ndo inativard completamente muitas RNases. O cozimento no forno inativard as
ribonucleases. Como alternativa, os utensilios de vidro podem ser tratados com DEPC*
(pirocarbonato dietilico). Enxégue o utensilio de vidro com DEPC 0,1% (0,1% em dgua)
durante a noite (12 horas) a 37 °C e, depois, coloque na autoclave ou aquega a 100 °C

durante 15 minutos, para eliminar DEPC residual.

Nota: Os tubos Corex® devem ficar livres de RNase por tratamento com DEPC, e ndo

por cozimento. Isso reduzird a taxa de falha desse tipo de tubo durante a centrifugagao.

* Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis e 6culos de protecdo.
Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranca (Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas
disponibilizadas pelo fornecedor do produto.

T Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartdveis e éculos de protegdo.
Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranca (Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas
disponibilizadas pelo fornecedor do produto.
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Tanques de eletroforese

Os tanques de eletroforese devem ser limpos com solucdo defergente (por exemplo,
SDS 0,5%)*, enxaguados com dgua, secos com etanol*” e, depois, preenchidos com uma
solugcdo de H202 3%*. Apds 10 minutos & temperatura ambiente, os tanques de eletroforese

devem ser enxaguados completamente com dgua sem RNase.

Solucdes

As solugdes (agua e outras solucdes) devem ser tratadas com DEPC 0,1%. O DEPC reagird
com as aminas primdrias e ndo pode ser usado direfamente para fratar tampdes Tris*. O
DEPC ¢é altamente instavel na presenca de tampdes Tris e se decompde rapidamente em etanol
e COz. Ao preparar tampdes Tris, trate a dgua com DEPC primeiro e, depois, dissolva o Tris,

para fazer o tampdo adequado.

DEPC é um inibidor forte, mas ndo absoluto, de RNases. E comumente usado a uma
concentracdo de 0,1%, para inativar as RNases em utensilios de vidro ou de pldstico ou para
criar solugdes e dgua sem RNase. O DEPC inativa as RNases por modificagdo covalente.
Tracos de DEPC modificardo os residuos de purina no RNA por carboxilagdo. O RNA
carboxilado é convertido com muito pouca eficiéncia em sistemas sem células. No entanto,
sua habilidade de formar hibridos DNA:RNA ou RNA:RNA ndo é gravemente afetada, a
menos que uma grande fracdo dos residuos de purina tenham sido modificados. O DEPC
residual deve sempre ser removido de solugdes ou vasos colocando na autoclave ou

aquecendo a 100 °C durante 15 minutos.

" Os plésticos usados em alguns tanques de eletroforese ndo sdo resistentes ao etanol. Tome os cuidados adequados
e verifique as instrugdes dos fornecedores.
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Adicione 0,1 ml de DEPC a 100 ml da solugdo a ser tratada. Agite vigorosamente para
misturar o DEPC na solugdo ou deixe cozinhar por 12 horas a 37 °C. Coloque na autoclave
por 15 minutos para remover qualquer vestigio de DEPC. Talvez seja desejdvel testar as fontes

de dgua quanto & presenca de RNases contaminantes, pois muitas fontes de dgua destilada
sdo livres de atividade de RNase.

Nota: Os tampdes do QlAamp DSP Viral RNA néo ficam livres de RNase pelo

tratamento com DEPC e, portanto, ndo estdo livres de contaminagcdo com DEPC.
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Informacdes para pedidos

Produto Contetddo N° de ref.
QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit  Para 50 preparos de RNA: QlAamp 61904
(50) Mini Spin Columns, RNA carreador,

Tubos de coleta (2 ml) e tampdes sem
RNase

Produtos relacionados

QlAcube Connect MDx* Instrumento e 1 ano de garantia em 9003070
pecas e mdo de obra

Acessérios

QlAvac 24 Plus vacuum Coletor de vacuo para processamento 19413
manifold de 1-24 colunas de centrifugagéo:

inclui coletor de vécuo QlAvac 24

Plus, plugues luer, acoplamentos

répidos

VacConnectors 500 conectores descartdveis para uso 19407
com colunas de centrifugacdo QlAamp
em conectores luer

Vacuum Regulator Para uso com coletores QlAvac 19530
Vacuum Pump Bomba de vécuo universal 84010
VacValves 24 vdlvulas para uso com o QlAvac 19408

24 e QlAvac 24 Plus

QlAvac Connecting System Sistema para conectar o coletor de 19419
vdcuo com a bomba de vdcuo: inclui
bandeja, frascos de residuos,
acoplamentos, vdlvulas, medidor e
24 VacValves
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Produto

Contetdo

N° de ref.

Rotor Adapters

Rotor Adapter Holder

Sample Tubes CB

Shaker Rack Plugs

Reagent Bottles, 30 ml

Filter-Tips, 1000 pl

Para 240 preparos: 240 Adaptadores
de rotor descartaveis e 240 Tubos de

eluicdo (1,5 ml); para uso com o
QlAcube

Suporte para 12 adaptadores de rotor
descartdveis; para uso com o QlAcube

1000 tubos cénicos com tampa
rosqueada sem base contornada (2 ml)
para uso com o QlAcube e QlAcube
Connect

Para carregar o rack do agitador do
QlAcube

Frascos de reagente (30 ml) com
tampas; embalagem de 6; para uso
com o QlAcube

Ponteiras com filtro descartdveis, no

rack; (8 x 128). Para uso com o
QlAcube

990394

990392

990382

9017854

990393

990352

* O QlAcube Connect MDx néo estd disponivel em todos os paises. Para obter mais detalhes, entre em contato com a

assisténcia técnica da QIAGEN.

Para obter informacées de licenciamento atualizadas e isengdes de responsabilidade

especificas do produto, consulte o manual do usudrio ou o manual do kit QIAGEN

correspondente. Os manuais do usudrio e os manuais de kits QIAGEN estdo disponiveis em

www.giagen.com ou podem ser solicitados & Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao seu

distribuidor local.
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Histérico de revisdes do documento

Revisdo

Descricdo

R4, 01/2021

As seguintes secdes foram atualizadas: Segdes "Purificacdo de RNA
viral automatizada no QlAcube/QlAcube Connect MDx",
"Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos", "Avisos e
precaucdes", "Protocolo: Purificagcdo de RNA viral usando uma
microcentrifuga ou o QlAcube/QlAcube Connect MDx", "Simbolos"
e "Informacdes para pedidos".

A secdo "Referéncias" foi removida.

Uma nova figura foi inserida (imagem do QIAcube Connect MDx)

Foram adicionadas referéncias ao QlAcube Connect MDx e os seus
acessorios.

Alteracdes de layout e editoriais.
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Acordo de licenga limitada para o QlAamp DSP Viral RNA Mini Kit

O uso deste produto implica a aceitacdo, por parte de qualquer comprador ou usudrio do produto, dos seguintes termos:

1.

O produto sé pode ser usado conforme os protocolos facultados com o mesmo e este manual e apenas com componentes contidos no painel. A QIAGEN néo

concede licenga a qualquer uma de suas propriedades intelectuais para usar ou incorporar os componentes incluidos neste painel com quaisquer componentes néo
incluidos no mesmo, exceto conforme descrito nos protocolos facultados com o produto, neste manual e nos protocolos adicionais, disponiveis em www.giagen.com.
Alguns desses protocolos adicionais foram fornecidos pelos usudrios da QIAGEN para os usudrios da QIAGEN. Esses protocolos ndo foram testados por completo
nem ofimizados pela QIAGEN. A QIAGEN né&o garante nem fornece garantias de que eles néo infrinjam os direitos de terceiros.

2.
3.
4.
5.

A néo ser em relagdo as licencas expressamente indicadas, a QIAGEN néo garante que este painel e/ou seu(s) uso(s) ndo infringem os direitos de ferceiros.

Este painel e seus componentes estdo licenciados para uso Gnico e néo podem ser reutilizados, reconstruidos ou revendidos.

A QIAGEN especifi te renuncia a quaisquer outras licencas, declaradas ou implicitas, a ndo ser aquelas expressamente indicadas.

O comprador e o usudrio do painel concordam em néo realizar nem permitir que outra pessoa realize qualquer etapa que possa levar a ou facilitar qualquer

um dos atos proibidos acima. A QIAGEN poderd fazer cumprir as proibicdes deste Acordo de licenga exclusivo em qualquer tribunal e recuperar todas as custas
processuais, incluindo os encargos com os advogados, em qualquer agdo para fazer cumprir o Acordo de licenca exclusivo ou quaisquer direitos de propriedade
intelectual relacionados com o painel e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite www.giagen.com.

Marcas registradas: QIAGEN®, QlAamp®, QlAcube® (QIAGEN Group); Corex® (Corning, Inc.); Tween® (ICI Americas Inc.); UltraFree® (Millipore Corporation);
Sarstedt® (Sarstedt AG & Co.). Os nomes registrados, marcas registradas etc. utilizados neste documento, mesmo quando n&o marcados especificamente como tal,
devem ser considerados protegidos pela lei.

01/2021 HB-0418-008 1122786 © 2021 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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