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Este documento é a Folha de protocolo do QIAsymphony SP: Complex400_OBL_V4_DSP para o QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Midi Kit, versdo 1, R2.

— Sample to Insight QIAGEN —




Informacdes gerais

O QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit destingse a utilizagdo em diagndstico /n7 vitro.

Kit

Material de amostra

Nome do protocolo

Conijunto de controlo do ensaio predefinido
Editavel

Verséo de software necessdria

QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit

Amostras respiratérias e urogenitais
Complex400_OBL_V4_DSP
ACS_Complex400_OBL_V4_DSP
Volume de eluato: 60 pl, 85 pl, 110 pl

VersGo 4.0 ou posterior

Bandeja “Sample” (Amostra)

Tipo de amostra

secunddrios

é opcional

Amostras respiratérias (LBA, esfregacos secos, meio de transporte, aspirados,
expetoragdo) e amostras urogenitais (urina, meio de transporte)

Volume de amostra Depende do tipo de tubo de amostra utilizado; para obter mais informagées ver
www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Tubos de amostra Ver www.giagen.com/goto/dsphandbooks para mais informagées
primdrios
Tubos de amostra Ver www.giagen.com/goto/dsphandbooks para mais informacées

Introdutores Depende do tipo de tubo de amostra utilizado; para obter mais informagdes ver
www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Outro E necessaria mistura de ARN transportador-tamp@o AVE; a utilizagdo de controlo interno

Bandeja "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis)

Posicdo Al e/ou A2

Posi¢do B1

Suporte de pontas 1-17

Suporte de pontas 1-17

Suporte de caixa de unidades 1-4

Suporte de caixa de unidades 1-4

Cartucho de reagente (Reagent cartridge, RC)

n/a
Pontas com filtro descartaveis, 200 pl
Pontas com filtro descartaveis, 1500 pl

Caixas de unidades contendo cartuchos de preparacdo de
amostras

Caixas de unidades contendo mangas de 8 barras.

n/a = ndo aplicavel.
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Bandeja "Waste" (Residuos)

Suporte de caixa de unidades 1-4 Caixas de unidades vazias
Suporte de saco de residuos Saco de residuos
Suporte do frasco de residuos liquidos Frasco de residuos liquidos

Bandeja "Eluate" (Eluato)

Suporte de eluicgo (recomendamos a utilizagdo da Ver www.qiagen.com/goto/dsphandbooks para mais

ranhura 1, posigéo de arrefecimento) informagdes

Material de pléstico necessério

Um lote, Dois lotes, Trés lotes, Quatro lotes,

24 amostras* 48 amostras* 72 amostras* 96 amostras*
Pontas com filtro 96 96 128 128
descartdveis, 200 pl™*
Pontas com filtro 128 192 224 288
descartdveis, 1500 plt*
Cartuchos de 18 36 54 72
preparagdo de
amostras®
Mangas de 8 barras! 3 6 9 12

* A realizagdo de mais do que uma inventariagdo requer pontas com filtro descartdveis adicionais. A utilizagdo de menos
de 24 amostras por lote diminui o nimero de pontas descartdveis necessdrias por ensaio.

 Estdo disponiveis 32 pontas com filtro/suporte de pontas.

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

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

T EstGo disponiveis doze mangas de 8 barras/caixa de unidades.

Nota: O nimero de pontas com filiro pode diferir dos nimeros visualizados no ecrd tdctil,
dependendo das definigées, por exemplo, dependendo do nimero de controlos internos utilizados

por lote.

Volume de eluicdo selecionado

Volume de eluigéo selecionado (pl)* Volume de elui¢do inicial (pl)t
60 90
85 115
110 140

* O volume de eluicdo selecionado no ecra tdtil. Este é o volume acessivel minimo de eluato no tubo de eluicdo final.
T O volume inicial da solugdo de eluicdo necessdrio para assegurar que o volume real de eluato é igual ao volume
selecionado.
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Preparacdo de mistura de controlo interno—ARN transportador

(CARRIER)~tamp&o AVE (AVE)

Volume de eluicigo ~ Volume ARN transportador ~ Volume controlo Volume Tampdo  Volume final por amostra
selecionado (pl) de stock (CARRIER) (pl) interno (pl)* AVE (AVE) (pl) (pl)
60 3 9 108 120
85 8 11,5 105,5 120
110 3 14 103 120

do tipo de tubo de amostra utilizado; ver www.qiagen.com/goto/dsphandbooks para mais informagdes.

Nota: Os valores apresentados na tabela dizem respeito & preparagdo da mistura de controlo
interno—ARN transportador (CARRIER) para um ensaio a jusante que necessite de 0,1 pl de controlo

interno/l eluato.
Lise fora do instrumento

Ao trabalhar com substéncias quimicas, usar sempre uma bata de laboratério adequada, luvas
descartéveis e éculos de protecdo. Para mais informagdes, consultar as fichas de material de

seguranca (material safety data sheets, MSDS) adequadas, disponiveis no fornecedor do produto.

Os protocolos Complex QlAsymphony sdo constituidos por 4 etapas: lise, ligacdo, lavagem e
eluigdo. Para algumas amostras, é Gtil efetuar a lise manualmente, por exemplo, para inativagéo
de agentes patogénicos num armdrio de biosseguranca. O protocolo Complex400_OBL_V4_DSP
permite que a lise manual seja efetuada de forma semelhante & do protocolo
Complex400_V4_DSP. As amostras previamente tratadas sdo transferidas para o QlAsymphony
SP e processadas com o protocolo Complex400_OBL_V4_DSP.

Nota: O protocolo Complex400_OBL_V4_DSP requer tampdo ACL e tampdo ATL (ATL). O tampéao
ACL (n.° cat. 939017) e o tampdo ATL (ATL) (n.° cat. 939016) ndo fazem parte do QlAsymphony

DSP Virus/Pathogen Midi Kit e tém de ser encomendados separadamente.
Lise manual

1. Pipetar 40 pl de proteinase K, 165 pl de tampdo ATL (ATL), 120 pl de mistura de controlo
interno de ARN transportador e 315 pl de tampao ACL para um tubo Sarstedt de 2 ml
(n.° cat. 72.693 ou 72.694).

Nota: Quando for necessdrio processar mais do que um amostra utilizando lise manual,
pode ser preparada uma solugdo-mae desta solugdo. Basta multiplicar os volumes

necessdrios para uma amostra pelo nimero total de amostras que véo ser processadas e
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incluir o volume adicional ao equivalente a 2 amostras extra. Inverter o tubo vérias vezes
para misturar, transferir 640 pl para um tubo Sarstedt de 2 ml para cada amostra e depois

continuar para cada amostra com a etapa 4.
2. Fechar a tampa e misturar invertendo o tubo 5 vezes.
Centrifugar o tubo, durante breves instantes, para retirar goticulas do interior da tampa.

4.  Acrescentar uma amostra de 400 pl ao tubo, fechar a tampa e misturar agitando em vértex

pulsado durante 10 segundos.
5. Incubar o tubo a 68 °C durante 15 minutos (+ 1 minuto).
6.  Centrifugar o tubo, durante breves instantes, para retirar goticulas do interior da tampa.

7. Colocar os introdutores dos tubos de amostra apropriados num porta-tubos e carregar os

tubos de amostra (sem tampas).
Preparacdo do material de amostra
Urina

A urina pode ser processada sem prétratamento. O sistema estd otimizado para amostras de urina
puras que ndo contém conservantes. Para aumentar a sensibilidade para agentes patogénicos
bacterianos, as amostras podem ser centrifugadas. Depois de eliminar o sobrenadante, o pellet pode
ser ressuspenso em, no minimo, 400 pl de tampdo ATL (ATL) (n.° cat. 939016). Utilizar 400 pl do

material prétratado como amostra para preparagdo da lise fora do instrumento.
Isolamento de ADN gendmico a partir de bactérias Gram-positivas

A purificacdo de ADN pode ser melhorada no caso de algumas bactérias Gram-positivas através
de pré-ratamento enzimdtico, antes de transferir a amostra para o QIAsymphony SP e de iniciar
o protocolo Complex400_OBL_V4_DSP.

1. Fazer um pellet de bactérias centrifugando a 5000 x g durante 10 minutos.

2. Suspender o pellet bacteriano em 400 pl de solugdo enzimdtica apropriada (20 mg/ml de
lisozima ou 200 pg/ml de lisostafina em 20 mM Tris-HCl, pH 8,0; 2 mM EDTA;
1,2% Triton X-100).

3. Incubar o tubo a 37 °C durante, pelo menos, 30 minutos (+ 2 minutos).
4.  Centrifugar o tubo, durante breves instantes, para remover gotas do interior da tampa.

5. Utilizar 400 pl do material prétratado como amostra para preparagdo da lise fora do

instrumento.
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Amostras viscosas ou mucosas

Algumas amostras (por ex., expetoracdo, aspirados respiratérios) podem ser viscosas e necessitar
de liquefagdo para permitir a pipetagem. As amostras de baixa viscosidade ndo requerem
qualquer preparagdo adicional. As amostras de viscosidade média a alta devem ser preparadas

da seguinte forma:

1. Diluir a amostra 1:1 com Sputasol *T (Oxoid, n.° cat. SR0233) ou 0,3% (p/v) DTT.

Nota: A solugdo DTT a 0,3 % pode ser feita antecipadamente e armazenada a 20 °C em
aliquotas apropriadas. As aliquotas descongeladas deverdo ser eliminadas apés a
utilizacdo.

2. Incubar a 37 °C até a viscosidade da amostra ser adequada para pipetagem.

3. Utilizar 400 pl do material prétratado como amostra para preparagdo da lise fora do

instrumento.
Fluidos corporais e esfregacos de secrecdo secos

1. Mergulhar a ponta da zaragatoa com esfregago seco em 650 pl de tampdo ATL (ATL)
(n.° cat. 939016) e incubar a 56 °C durante 15 minutos (+ 1 minuto) mexendo sempre. Se
ndo for possivel misturar, agitar em vértex antes e depois da incubagdo durante, pelo menos,

10 segundos.
2. Remover a zaragatoa e espremer todo o liquido pressionando-a contra o interior do tubo.

3. Utilizar 400 pl do material prétratado como amostra para preparagdo da lise fora do

instrumento.

Nota: Este protocolo estd otimizado para zaragatoas de algoddo ou de polietileno.
Quando forem utilizados outros tipos de zaragatoas, poderd ser necessdrio ajustar o
volume de tampdo ATL (ATL) para garantir que estdo disponiveis no minimo 400 pl de

material de amostra.
Esfregagos respiratérios ou urogenitais

O meio de armazenamento de zaragatoas de esfregagos respiratérios ou urogenitais pode ser
utilizado sem pré-tratamento. Se a zaragatoa ndo tiver sido retirada, deverd ser comprimida contra
a parede do tubo para forgar o liquido a sair. Qualquer excesso de muco na amostra deverd ser

retirado neste momento e ser recolhido na zaragatoa. Qualquer liquido residual do muco e do

* Sputasol (Oxoid, n.° cat. SR0233, www.oxoid.com) ou ditiotreitol (DTT).
T Esta ndo é uma lista completa de fornecedores.
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esfregaco deverd entdo ser forcado a sair comprimindo a zaragatoa contra a parede do tubo. Por
dltimo, a zaragatoa e o muco deverdo ser retirados e eliminados. Se as amostras forem viscosas,
efetuar uma etapa de liquefacdo (ver "Amostras viscosas ou mucosas" acima) antes de transferir a
amostra para o QlAsymphony SP. Se ndo houver material inicial suficiente, pipetar o tampdo ATL
(ATL) para o meio de transporte para ajustar o volume inicial minimo necessdrio e agitar a amostra
em vértex durante 15-30 segundos no tubo (se a zaragatoa estiver dentro do meio de transporte,
efetuar esta etapa antes de a retirar). Utilizar 400 pl do material como amostra para preparagéo

da lise fora do instrumento.

Histérico de revisdes

Histérico de revisdes do documento

12-2017 R2 | Atualizacdo da verséo de software 5.0 do QlAsymphony

Para informagdes atualizadas sobre licenciamento e limitagdes de responsabilidade especificas do
produto, consultar os respetivos manual do utilizador ou manual do kit QIAGEN®. Os manuais do
utilizador e os manuais do kit QIAGEN estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser
solicitados & Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAsymphony® (Grupo QIAGEN). Os nomes registados, as marcas comerciais etc. utilizados neste documento, mesmo

quando néo assinalados como tal, ndo devem ser considerados como néo protegidos por lei.
12/2017 HB-0301-529-002 © 2017 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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