Folha de protocolo do QlIAsymphony SP

Protocolo VirusBlood200 V5 DSP

Informacoes gerais

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

Este protocolo destina-se & purificagdo de ADN viral de sangue total humano recém-colhido,
utilizando o QlAsymphony® SP e o QIAsymphony DSP DNA Mini Kit. O ADN viral de virus

libertados, assim como de virus associados a células, é copurificado com ADN genémico de

células sanguineas.

Kit
Material para amostra
Nome do protocolo

Conjunto de controlo do

ensaio predefinido

Editavel

Verséo de software

necessdria

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (cat. n.° 937236)
Sangue total humano (coagulado com EDTA ou citrato)
VirusBlood200 V5 DSP

ACS VirusBlood200 V5 DSP_default IC

Volume de eluicgo: 60 ul, 85 ul, 110 ul, 165 ul

Verséo 4.0

Setembro 2012

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies



Bandeja “Sample” (amostra)

Tipo de amostra

Volume da amostra

Tubos de
primdrios
Tubos de

secunddrios

Introdutores

Outro

amostras

amostras

Sangue total humano (coagulado com EDTA ou citrato)

Depende do tfipo de tubo de amostra utilizado; para obter
mais informagdes, consultar

www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks.

Para obter mais informacdes, consultar

www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Para obter mais informagdes, consultar

www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Depende do tipo de tubo de amostra utilizado; para obter
mais informagdes, consultar

www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Controlo interno-mistura de tampdo ATE necesséria; a

utilizacdo de controlo interno é opcional

Bandeja “Reagents and Consumables” (reagentes
e consumiveis)

Posicéo Al e/ou

Posicdo B1

Suporte de pontas 1-17

Suporte de
unidades 1-4

A2

caixa

de

Cartucho de reagentes
n/a
Pontas com filtro descartéveis, 200 ul ou 1500 ul

Caixas de unidades contendo cartuchos de preparacdo de

amostras ou mangas de 8 barras

n/a = ndo aplicével.

Bandeja “Waste” (residuos)

Suporte de caixa de unidades 1-4

Suporte de saco de residuos

Caixas de unidades vazias

Saco de residuos

Suporte do frasco de residuos liquidos Frasco de residuos liquidos vazio
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Bandeja “Eluate” (eluato)

Suporte de elui¢do

(recomendamos a

Para obter mais informacdes, consultar

www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks.

uvtilizagéo da ranhura 1,

posicéio de arrefecimento)

Material de pldastico necessdrio

Trés lotes,

Um lote, 24 Dois lotes, 48 72 Quatro lotes,
amostras* amostras* amostras* 96 amostras*
Pontas com 26 50 74 98
filiro descartaveis,
200 plt
Pontas com 98 188 278 368
filtro descartdveis,
1500 plt*
Cartuchos de 21 42 63 84
preparacéo de
amostras?
Mangas de 8 3 6 9 12

barras'

*

Utilizar mais que um tubo de controlo interno por lote e efectuar mais que uma inventariacéo requerem pontas com filtro

descartéveis adicionais. A utilizagdo de menos do que 24 amostras por lote diminui o nimero de pontas com filtro

descartéveis necessdrias para o ensaio.

-

++

@

-

Estdo disponiveis suportes de 32 pontas/pontas com filtro.

Estdo disponiveis 28 cartuchos de preparacdo de amostras/caixa de unidades.

Estdo disponiveis doze mangas de 8 barras/caixa de unidades.

O ndmero de pontas com filtro necessdrias inclui pontas com filtro para 1 inventariagdo por cartucho de reagente.

Nota: O nimero de pontas com filtros fornecidas pode diferir dos ndmeros visualizados no ecra

tactil, dependendo das definigdes. Recomendamos o carregamento do niUmero méximo possivel de

pontas.
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Volume de eluicdo seleccionado

Volume de eluigdo seleccionado (ul)* Volume de eluigao inicial (ul)t
60 90

85 115

110 140

165 195

* O volume de eluigdo é seleccionado no ecré t4ctil. Este é o volume acessivel minimo de eluato no tubo de eluicéo final.

t O volume inicial da solugdo de eluicdo necessério para assegurar que o volume real de eluato é igual ao volume

seleccionado.

Preparacdo do controlo interno-mistura de
tampao ATE

A utilizag@o do protocolo VirusBlood200 V5 DSP, em combinagdo com sistemas de amplificagéo
que utilizem um controlo interno, pode requerer a introducdo destes controlos internos no
procedimento de purificagdo para monitorizar a eficiéncia da preparacdo de amostras e do ensaio

downstream.

A quantidade de controlo interno que é adicionada depende do sistema de ensaio e do volume de
eluicdo escolhidos no protocolo VirusBlood200_V5_DSP. O cdlculo e a validacdo devem ser
realizados pelo utilizador. Consultar as instrugdes do fabricante para o ensaio downstream para

determinar a concentracdo ideal do controlo interno.

Os controlos internos devem ser adicionados com o controlo interno—mistura de tampdo ATE num
volume total de 60 ul. E possivel utilizar uma mistura de controlos internos para analisar os
diferentes pardmetros a partir de um Unico eluato. A compatibilidade dos diferentes controlos
internos deve ser validada pelo utilizador. Recomendamos a preparacdo de misturas novas para
cada ensaio, imediatamente antes de usar. Se né&o for utilizado qualquer controlo interno, ainda

serd necessdrio o tampdo ATE.
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Volume de Volume de Controlo Volume do Volume final

eluicao eluicao interno  do  tampdo por amostra
seleccionado (ul) inicial (ul) volume (ul)* ATE (ul) (1)
60 90 9 51 60
85 115 11,5 48,5 60
110 140 14 46 60
165 195 19,5 40,5 60

O céleulo da quantidade de controlo interno baseia-se nos volumes de eluigéo iniciais. O volume morto adicional depende

do tipo de tubo de amostra utilizado; consultar mais informagées em www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Nota: Os valores apresentados na tabela dizem respeito & preparagéo do controlo interno-mistura de tampéao ATE para um
ensaio downstream que requer 0,1 ul de controlo interno/ul de eluato.
Os tubos contendo controlo interno-tampao ATE sdo colocados num porta-tubos. O porta-tubos
contendo o controlo interno—mistura(s) de tampéo ATE deve ser colocado na ranhura A na

bandeja “Sample”.

Dependendo do nimero de amostras a processar, recomendamos a utilizagéo de tubos de 2 ml
(Sarstedt®, cat. n.° 72.693 e 72.694) ou tubos de base redonda de 14 ml 17 x 100 mm em
polistireno (Becton Dickinson (BD™), cat. n.° 352051) para diluir o controlo interno, tal como

descrito na tabela abaixo. E possivel dividir o volume em 2 ou mais tubos.
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Calcular o volume da mistura de controlo interno

Nome no ecré Calcular o volume da
tdctil mistura de controlo
Tipo de tubo? QIAsymphony interno por tubo
2 ml com tampa; microtubo de 2 ml, PP, SAR#72.694T2.0 (nx 60 ul) + 360 ul*
SKIRTED, (Sarstedt, cat. n.° 72.694) ScrewSkirt

Microtubo de 2 ml com tampa;  SAR#72.693 72.0 (nx 60 ul) + 360 ul*
microtubo de 2 ml, PP, NON-SKIRTED, Screw
(Sarstedt, cat. n.° 72.693)

Tubo de base redonda de 14 ml, 17 x = BD#352051 (nx 60 ul) + 600 ulf
100 mm em polistireno  (Becton FalconPP 17x100
Dickinson, cat. n.° 352051)

*

Usar esta equagdo para calcular o volume necessdrio de mistura de controlo interno (n = nimero de amostras;
60 ul = volume de mistura de controlo interno-mistura de tampéo ATE; 360 ul = volume morto necessdrio por tubo). Por
exemplo, para 12 amostras (n = 12): (12 x 60 ul) + 360 ul = 1080 ul. Nao encher o tubo mais de 1,92 ml (ou seja, um
madximo de 26 amostras por tubo). Se forem processadas mais de 26 amostras, usar tubos adicionais, garantindo que o

volume morto é adicionado por tubo.

-

Usar esta equagéo para calcular o volume necessario de controlo interno—-mistura de tampéo ATE (n = ndmero de amostras;
60 ul = volume do controlo interno-mistura de tampéo ATE; 600 ul = volume morto necessdrio por tubo). Por exemplo,

para 96 amostras (n = 96): (96 x 60 ul) + 600 ul = 6360 ul.

¥ Consultar os introdutores necessérios em www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Preparacdo do material de amostra

Ao trabalhar com produtos quimicos, usar sempre equipamento de laboratério adequado, luvas
descartdveis e 4culos de proteccdo. Para mais informacgdes, consultar as fichas de dados de

seguranga (MSDS) adequadas, disponiveis junto do fornecedor do produto.

Sangue total humano

Para isolamento do ADN viral, recomendamos a utilizacdo de amostras de sangue total tratadas
com EDTA ou citrato. As amostras devem ser processadas no prazo de 24 horas apés a colheita.
Guardar ou transportar as amostras entre 2 e 25 °C. Para um periodo de armazenamento mais

longo, recomendamos congelar aliquotas a =20 °C ou -80 °C.

Se as amostras de sangue recém-colhidas forem utilizadas em tubos primdrios, misturar bem as
amostras de sangue (por exemplo, invertendo os tubos vérias vezes) antes de os colocar no
QIAsymphony SP. Para assegurar uma transferéncia de amostra fidvel, evitar a formacdo de
espuma nos tubos de amostra. Tentar evitar codgulos de sangue nas amostras e, se necessdrio,

transferir a amostra sem codgulos para um tubo limpo.
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Para informacdes actualizadas sobre licenciamento e limitacdes de responsabilidade especificas do
produto, consultar o respectivo manual do kit QIAGEN ou do utilizador. Os manuais do kit
QIAGEN e do utilizador estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser pedidos &

Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Marcas registadas: QIAGEN®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); BD™, (Becton, Dickinson and Company);
Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.). Nomes registados, marcas comerciais, etc. utilizados neste documento,
quando néo assinalados como tal, ndo devem ser considerados como né&o protegidos por Lei.

© 2012 QIAGEN. Todos os direitos reservados.
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