Folha de protocolo QlAsymphony SP

Protocolo Complex800 FIX V2 (validado pelo utilizador)

Informacoes gerais

Nota: E da responsabilidade do utilizador validar o desempenho aplicando esta combinacéo para

todos os procedimentos usados no seu laboratério.

Kit
Material de amostra
Nome do protocolo

Conjunto de conirolo de

teste predefinido

Editavel

Versdo de software

necessdria

Kit QIAsymphony® DSP Virus/Pathogen Midi
Amostras respiratérias e urogenitais
Complex800_FIX V2

ACS_Complex800_FIX V2 default IC

Volume de elui¢go: 60 ul, 85 ul, 110 ul

Verséo 2.1

Gaveta “Sample”

(Amostra)

Tipo de amostra

Volume da amostra

Tubos

amostra

primdrios de

Tubos

amostra

secunddrios de

Insertos

Outros

Amostras respiratérias (LBA, exsudados secos, meios de
transporte, aspirados, expectoragdo) e amostras urogenitais

(urina, meios de transporte)

Depende do tipo de tubo de amostra usado; para obter
mais informagdes, consulte

www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Consulte www.giagen.com/goto/dsphandbooks para obter

mais informagdes

Consulte www.giagen.com/goto/dsphandbooks para obter

mais informacdes

Depende do tipo de tubo de amostra usado; para obter
mais informagdes, consulte

www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Necesséria mistura de RNA transportador (CARRIER)-

tampdo AVE; a utilizacdo de controlo interno é opcional

IAGEN®
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Gaveta “Reagents and Consumables” (Reagentes
e consumiveis)

Posicéio A1 e/ou A2 Cartucho de reagentes (RC)
Posicdo B1 Tampdo ATL

Porta-suporte de pontas  Pontas com filiro descartéveis, 200 ul
1-17

Porta-suporte de pontas  Pontas com filiro descartéveis, 1500 ul

1-17

Porta-caixa unitaria 1-4 Caixas unitérias contendo cartuchos de preparagdo de
amostras

Porta-caixa unitaria 1-4 Caixas unitdrias contendo tampas de 8 varetas

Gaveta “Waste” (Residuos)

Porta-caixa unitdria 1-4 Caixas unitdrias vazias
Porta-sacos de residuos Saco de residuos

Porta-frascos de residuos  Frasco de residuos liquidos vazio

liquidos

Gaveta “Eluate” (Eluato)

Suporte de eluicgdo  Consulte www.giagen.com/goto/dsphandbooks para obter mais

(recomendamos a informagdes
utilizaggo do slot 1,

posi¢éo de arrefecimento)
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Material de pldastico necessdrio

Um lote, Dois lotes, 48 Trés lotes, Quatro lotes,
24 amostras* amostras* 72 amostras* 96 amostras*
Pontas com filtro 96 96 128 128
descartaveis,
200 plt*
Pontas com filtro 192 256 352 448
descartaveis,
1500 plt*
Cartuchos de 18 36 54 72
preparagéo de
amostras$
Tampas de 8 3 6 9 12

varetas'

*

A utilizagdo de mais do que um controlo interno por lote e a realizagdo de mais de uma leitura do conteddo (inventério)

carece de pontas com filiro descartéveis adicionais. A utilizagdo de menos de 24 amostras por lote reduz a quantidade de

pontas com filtro descartéveis por ciclo.

-

++

reagente.

w

-

Ha 32 pontas com filtro/suporte de pontas.

Hé& doze tampas de 8 varetas/caixa unitaria.

Hé& 28 cartuchos de preparagéo de amostras/caixa unitdria.

A quantidade de pontas com filtro necessdrias inclui pontas com filiro para 1 leitura do contetdo (inventdrio) por cartucho de

Nota: A quantidade de pontas com filiro indicada pode ser diferente da que aparece no ecra

tactil, dependendo de definigdes, por exemplo, da quantidade de controlos internos usados por

lote.
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Volume de eluicdo seleccionado

Volume de eluigéo seleccionado (ul)* Volume de eluicdo inicial (ul)*

60 90
85 115
110 140

* O volume de eluigdo seleccionado no ecra tactil. Este é o volume minimo acessivel de eluato no tubo de eluigdo final.

t O volume inicial de solucéo de eluicdo necessdrio para garantir que o volume efectivo de eluato corresponde ao volume

seleccionado.

Preparacgdo de controlo interno—RNA transportador
(CARRIER)

Volume de

solugdio-mae

Volume de de RNA Volume de Volume de Volume findl
eluicdo transportador controlo tampdo AVE por amostra
seleccionado (ul) (CARRIER) (ul) interno (ul)* (AVE) (ul) (ul)

60 3 9 108 120

85 3 11,5 105,5 120

110 3 14 103 120

do tipo de tubo de amostra usado; consulte www.giagen.com/goto/dsphandbooks para obter mais informagées.

Nota: Os valores mostrados na tabela destinam-se & preparacéo de mistura de controlo interno—
RNA transportador (CARRIER) para um teste a jusante que necessite de 0,1 ul de controlo interno/ul

eluato.
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http://www.qiagen.com/goto/dsphandbooks

Protocolos FIX

A deteccéo do nivel de liquido néo é usada em protocolos FIX. Isto garante uma utilizagdo ideal do
volume da amostra disponivel. No entanto, isto significa que o QIAsymphony SP néo tem forma de
verificar o volume da amostra, nem de se certificar de que existe efectivamente uma amostra
presente. Por isso, é importante que as posicdes das amostras no respectivo suporte contenham
exactamente 820 ul. N&o utilize volumes superiores a 820 ul, dado que isso poderé provocar erros

durante a preparagdo de amostras.

Prepara¢do do material de amostra

Quando trabalhar com substéncias quimicas, use sempre uma bata de laboratério adequada,
luvas descartdveis e éculos de protecgdo. Para mais informagdes, consulte as fichas de segurancga

(MSDS) adequadas, disponiveis no fornecedor do produto.

Urina

A urina pode ser processada sem outros pré-tratamentos. Transfira a amostra para um tubo
Sarstedt de 2 ml (ref.? 72.693 ou 72.608) e coloque a amostra no transportador de tubos. Em
alternativa, podem ser usados tubos primdrios. O volume inicial minimo necessdrio pode variar
em funcdo do tubo primdrio usado. Os formatos de tubos primdrio e secunddrio compativeis,
incluindo o volume inicial minimo necessdrio para cada protocolo, estdo listados em

www.giagen.com/goto/dsphandbooks. O sistema estd optimizado para amostras de urina pura

que ndo contenham conservantes. Para aumentar a sensibilidade a agentes patogénicos
bacterianos, as amostras podem ser centrifugadas. Depois de eliminado o sobrenadante, o pellet
pode ser ressuspenso em, pelo menos, 820 ul de tampdo ATL (ref.® 939011). Transfira 820 ul da
amostra para um tubo Sarstedt de 2 ml (ref.? 72.693 ou 72.608). Coloque a amostra no

transportador de tubos e processe-a com o protocolo Complex800 FIX V2.

Isolamento de ADN genémico de bactérias Gram-positivas

A purificacdo de ADN pode ser melhorada para algumas bactérios Gram-positivas através de pré-
tratamento enzimdtico antes da transferéncia da amostra para o QlAsymphony SP e do inicio do
protocolo Complex800_FIX_ V2.

1. Forme um pellet de bactérias por centrifugacéo a 5000 x g (7500 rpm numa
microcentrifuga), durante 10 min.

2. Suspenda o pellet bacteriano em 820 pl da solu¢éo enzimdtica indicada (20 mg/ml
de lisozima ou 200 pg/ml de lisostafina; 20 mM Tri-HCI, pH 8.0; 2 mM EDTA; Triton
al1,2%).

3. Incube a 37 °C durante, pelo menos, 30 min.

4. Centrifugue o tubo, durante breves instantes, para remover gotas do interior da

tampa.
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5. Transfira 820 yl da amostra para um tubo Sarstedt de 2 ml (ref.2 72.693 ou 72.608),
coloque a amostra no transportador de tubos e prossigan com o protocolo
Complex800_FIX_V2.

Amostras viscosas ou de muco

Algumas amostras (por ex., expectoracdo, aspirados respiratérios) podem ser viscosas e precisam
de liquefacgéo para permitir a pipetacdo. As amostras de baixa viscosidade ndo precisam de outra

preparacdo. As amostras de viscosidade média a alta devem ser preparadas da seguinte forma.

1. Dilua a amostra 1:1 com Sputasol™ (Oxoid, ref.2 SR0233) ou DTT a 0,3 % (p/v).

Nota: A solucdo de DTT a 0,3% (p/v) pode ser feita antecipadamente e guardada em

aliquotas a =20°C. Elimine as aliquotas descongeladas depois de usar.

2. Incube a 37 °C até a viscosidade da amostra ser apropriada para pipetacédo.

3. Transfira, pelo menos, 820 ul da amostra para um tubo Sarstedt de 2 ml
(ref.272.693 ou 72.608). Processe a amostra usando o protocolo
Complex800_FIX_V2.

Exsudados de fluidos e secre¢ées corporais secos

1. Mergulhe a ponta do cotonete seco em 1150 yl de tampéo ATL (ref.2 939011), e
incube a 56 °C, durante 15 min, mexendo sempre. Se a mistura néo for possivel, agite

em vértice antes e depois da incubacéo, durante, pelo menos, 10 s.

2. Retire o cotonete e faga sair todo o liquido comprimindo o cotonete contra o interior
do tubo.

3. Transfira, pelo menos, 820 yl da amostra para um tubo Sarstedt de 2 ml (ref.? 72.693

ou 72.608). Processe a amostra com o protocolo Complex800_FIX_V2.

Nota: Este protocolo estd optimizado para cotonetes de algoddo ou de polietileno. Ao usar
outros cotonetes, pode ser necessdrio ajustar o volume de tampdo ATL para garantir que,

pelo menos, 820 ul ficam disponiveis como material de amostra.

Exsudados respiratérios ou urogenitais

Podem ser usados meios de armazenamento para exsudados respiratérios ou urogenitais sem pré-
tratamento. Se o cotonete ndo tiver sido retirado, comprima-o contra a parede do tubo para fazer
sair o liquido. Todo o excesso de muco na amostra deve ser retirado nesta altura por meio de um
cotonete. Todos os residuos liquidos do muco e o cotonete t8m de ser retirados comprimindo o

cotonete contra a parede do tubo. Por fim, o cotonete e 0 muco devem ser retirados e eliminados.

* Sputasol (Oxoid, ref.® SR0233, www.oxoid.com) ou ditiotreitol (DTT).

t Ndo se trata de uma lista completa de fornecedores nem inclui muitos distribuidores importantes
de produtos biolégicos.
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Se as amostras forem viscosas, realize um passo de liquefacgdo (veja “Amostras viscosas ou
mucosas” acima) antes de transferir a amostra para o QlAsymphony SP. Se o material inicial ndo
for suficiente, pipete tampdo ATL no meio de transporte para ajustar o volume inicial minimo
necessdrio e agite em vértice a amostra durante 15-30 s no tubo (se o meio de transporte contiver
o cotonete, realize este passo antes de retirar o cotonete). Transfira 820 ul da amostra para um

tubo Sarstedt de 2 ml (ref.? 72.693 ou 72.608) e coloque a amostra no transportador de tubos.

Os manuais QIAGEN podem ser solicitados junto da Assisténcia Técnica ou do distribuidor local

da QIAGEN. Os manuais seleccionados podem ser descarregados em www.giagen.com/literature.

As fichas de seguranga (MSDSs) para qualquer produto QIAGEN podem ser descarregadas em
www.giagen.com/Support/MSDS.aspx.

Marcas registadas: QIAGEN®, QlAsymphony® (Grupo QIAGEN).
© 2010 QIAGEN. Todos os direitos reservados.
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