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Uso previsto

O QlAamp® DSP Virus Kit destina-se ao isolamento e & purificacdo manual de dcidos

nucleicos virais a partir de amostras de plasma ou soro humanos.

O QlAamp DSP Virus Kit usa tecnologia de membrana de silica (tecnologia QlAamp) para

isolamento e purificacdo de dcidos nucleicos virais de amostras de plasma ou soro humanos.

O produto destina-se a ser usado para diagnéstico in vitro e por usudrios profissionais, como

técnicos e médicos treinados em técnicas de biologia molecular.

Usudrio previsto

O produto deve ser usado por profissionais como técnicos e médicos com formagdo nas

técnicas de biologia molecular.

4 Instrugdes de uso (Manual) do QIAamp DSP Virus Kit 06/2022



Descricdo e principio

O procedimento do QlAamp DSP Virus é constituido por 4 etapas (lise, ligacdo, lavagem e
eluicdo) e é realizado usando as colunas QlAamp MinElute® em conjunto com um coletor de
vdcuo e uma microcentrifuga padrdo. O procedimento foi concebido para minimizar o
potencial de contaminagdo cruzada entre amostras e permite o manuseio seguro de amostras
potencialmente infecciosas. O procedimento do QIAamp DSP Virus é simples e adequado
para o processamento de vdrias amostras em simulténeo. O QlAamp DSP Virus Kit pode ser
usado para o isolamento de RNA e DNA virais de uma vasta gama de virus de RNA e DNA.
Contudo, ndo foram estabelecidas caracteristicas de desempenho para cada espécie de virus;

o usudrio deve validé-las.
Lise com a QIAGEN Protease (QP)

As amostras s@o lisadas sob condicdes de desnaturacdo a temperaturas elevadas. A lise é
realizada na presenca de QIAGEN Protease (QP) e tampdo de lise (AL), garantindo juntos a

inativacdo de RNases.
Adsorc¢do para a membrana da QIAamp MinElute

As condices de ligagdo sdo ajustadas com a adi¢do de etanol para permitir a ligagdo ideal
de RNA e DNA virais & membrana. A seguir, os lisados sdo transferidos para a coluna
QIAamp MinElute e os écidos nucleicos virais sdo adsorvidos para a membrana de gel de
silica & medida que o lisado é escorrido por pressdo de vdcuo. As condicdes de sal e de pH
garantem que a protfeina e outros contaminantes, que podem inibir a reacdo da cadeia de
polimerase (polymerase chain reaction, PCR) e outras reagdes enzimdticas a jusante, ndo s@o

retidas na membrana da QlAamp MinElute.
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Remocdo de contaminantes residuais

Os d4cidos nucleicos permanecem ligados & membrana, enquanto os contaminantes sdo

eficientemente lavados durante trés etapas de lavagem.
Eluicdo de dcidos nucleicos virais

Em uma Unica etapa, RNA e DNA virais altamente puros sdo eluidos a partir da membrana
da coluna QlAamp MinElute no tampdo de eluvicdo (AVE), equilibrado em temperatura
ambiente. As colunas QlAamp MinElute permitem volumes de eluicéo de 20 pl ou 60 pl. Para
aplicagdes posteriores que precisem de volumes iniciais pequenos (por ex., alguns ensaios
PCR e RT-PCR), a utilizacdo de dcidos nucleicos virais eluidos em 20 pl de tampdio de eluigdo

(AVE) poderd aumentar a sensibilidade do ensaio.

Para aplicagdes a jusante que requerem um volume inicial maior, o volume de eluicdo pode
ser aumentado para 60 pl. No entanto, um aumento no volume de elvicdo reduzird a

concentracdo de dcidos nucleicos no eluato.

Devido ao tampéo de eluicdo restante retido pela membrana da coluna de centrifugacdo apés
esse processo, o volume de eluato recuperado pode ser inferior ao volume do tampdo de eluicdo

aplicado & coluna. Além disso, o volume de eluato recuperado depende da natureza da amostra.

Os écidos nucleicos virais eluidos sdo coletados em tubos de elvicdo de (ET) e podem ser
armazenados entre 2 e 8 °C por um méximo de 24 horas. Para o armazenamento a longo prazo
durante mais de 24 horas, recomendamos o armazenamento de dcidos nucleicos purificados
a-20 °C.

Nota: A estabilidade do eluato depende muito de vdrios fatores e estd relacionada &
aplicagdo a jusante especifica. Ela foi avaliada para o QlAamp DSP Virus Kit em conjunto
com as aplicacdes a jusante exemplares. O usudrio é responsdvel por consultar as instrugdes
de uso da aplicacdo a jusante especifica usada em seu laboratério e/ou validar todo o fluxo

de trabalho para estabelecer as condi¢des de armazenamento adequadas.
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Rendimento e qualidade dos écidos nucleicos virais

Os rendimentos de dcidos nucleicos virais isolados de amostras biolégicas se encontram,
normalmente, abaixo de 1 pg. Os métodos de amplificagdo quantitativa séo recomendados
para determinacdo de rendimentos. Quando estiver quantificando dcidos nucleicos isolados
com o protocolo QlAamp DSP Virus, lembre-se de que o RNA carreador na amostra serd

consideravelmente superior ao RNA viral.

O RNA carreador serve para duas finalidades: primeiro, ele aprimora a ligacéo dos dcidos
nucleicos virais & membrana QlAamp, especialmente se houver muito poucas moléculas-alvo
na amostra. Segundo, a adi¢do 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 tampdo de lise (AL). Se o RNA carreador
ndo for acrescentado ao tampdo de lise (AL), isso pode levar a uma recuperacéo reduzida
de RNA e DNA virais.

O RNA carreador também pode ser incluido em alguns reagentes de controle interno de
ensaios comerciais posteriores. Nestes casos, consulte as instrucdes de uso apropriadas do

fabricante do ensaio posterior.

Diferentes sistemas de amplificagdo variam em eficiéncia, dependendo da quantidade total
de dcidos nucleicos presentes na reagdo. Os eluatos deste kit contém écidos nucleicos virais
e RNA carreador, e as quantidades de RNA carreador excederdo, e muito, as quantidades
de d&cidos nucleicos virais. Portanto, os cdlculos de quanto eluato adicionar a amplificacées
a jusante deverdo levar em consideracdo a quantidade de RNA carreador adicionado. Para
obter os niveis mais elevados de sensibilidade em reacdes de amplificacdo, pode ser

necessdrio ajustar a quantidade de RNA carreador adicionado ao tampéo de lise (AL).
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Adicdo de controles internos

Usar o protocolo QlAamp DSP Virus com sistemas de amplificagdo comercialmente
disponiveis pode exigir a introdugdo de um controle interno no procedimento de purificagdo.
O RNA ou DNA de controle interno deve ser adicionado junto com o RNA carreador ao
tampdo de lise. Para obter uma étima eficiéncia na purificagdo, as moléculas de controle
interno devem ter mais de 200 nucleotideos, pois as moléculas menores n&o séo recuperadas

com eficiéncia.

Consulte as instrugdes do fabricante para determinar a concentragdo ideal. O uso de uma

concentracdo diferente da recomendada pode reduzir a eficiéncia da amplificaco.
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Amostra Leia o protocolo (pdgina 30) cuidadosamente antes de
comegar.
No LT, adicione 75 pl de QP, 500 pl de amostra e 500 pl
de AL.
Lise Agite em vértex por 15 segundos.
Incube por 15 minutos a 56 °C.
Adicione 600 pl de etanol.
Agite em vértex por 15 segundos.
Incube por 5 minutos em temperatura ambiente (15 a 25 °C).

Ligacdo Transfira o lisado para a coluna QlAamp MinElute com a EXT
fixada.
Lavagem Adicione 600 pl de AW1 reconstituido.
(AW1)
Remova a EXT Remova a EXT.

anfes que o vécuo
seja aplicado
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Lavagem Adicione 750 pl de AW?2 reconstituido.
(AW2)
Vécuo
Lavagem Adicione 750 pl de efanol.
(etanol)
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Coloque a coluna QlAamp MinElute no WT.
Centrifugue por 1 minuto a 14.000 rpm.
Coloque a coluna QlAamp MinElute no WT.
Eluir Incube por 3 minutos a 56 °C.

Coloque a coluna QlAamp MinElute no ET.
Adicione 20 pl ou 60 pl de AVE.

Incube em temperatura ambiente por 3 minutos.
Centrifugue por 1 minuto a 14.000 rpm.

Centrifuga
cdio a seco

i) <+ <]

Acidos nucleicos virais puros
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Resumo e explicacdo

O QlAamp DSP Virus Kit utiliza uma tecnologia consagrada para o isolar e purificar DNA e
RNA viral simultaneamente. O procedimento QlAamp DSP Virus combina as propriedades
de ligagdo seletiva de uma membrana & base de silica com volumes minimos de eluigdo de
20 ou 60 pl.

O procedimento é indicado para uso com plasma ou soro; ambos podem conter citrato ou
EDTA. As amostras podem ser recém-colhidas, liofilizadas ou congeladas, desde que ndo

tenham sido congeladas e descongeladas mais de uma vez.

Para o procedimento de vacuo, um coletor a vacuo (por ex., QlAvac 24 Plus com o QlAvac
Connecting System) e uma bomba de vacuo capaz de produzir um vécuo de ~800-900 mbar
(por ex., QIAGEN® Vacuum Pump) sdo necessdrios para o protocolo. Deve ser usado um
Vacuum Regulator (parte do QlAvac Connecting System) para fécil monitoramento da pressdo

a vdcuo e liberacdo de vécuo conveniente.

O procedimento pode ser usado para o isolamento de RNA e DNA virais de uma vasta gama
de virus de RNA e DNA. O procedimento foi concebido para evitar a contaminagdo cruzada
entre amostras e permitir a manipulagdo segura de amostras potencialmente infeciosas.
O procedimento é muito adequado para o processamento simulténeo de vdrias amostras.
Os dcidos nucleicos virais sdo eluidos em tampdo de eluicdo (AVE), prontos para serem

usados em reacdes de amplificacdo ou armazenados a -20 °C para uso posterior.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

Instrucdes de uso (Manual)

QPROT

QlAamp DSP Virus

N° de referéncia 60704

Numero de preparos 50

QlAamp MinElute® QIAamp MinElute columns with Wash 50
Tube (WT)s (Colunas QlAamp MinElute
com tubos de lavagem) (2 ml)

EXT Column Extenders (Extensores da EXT 50
coluna) (3 ml)

ET Elution Tubes (Tubos de eluigdo) (1,5 ml) [ EWU | TUBE 50

\%e VacConnectors (Conectores de vdcuo) CON 50

LT Lysis Tubes (Tubos de lise) (2 ml) [ Lys | TuBE | 50

WT Wash Tubes (WT)s (Tubos de lavagem) WASH | TUBE 50
(2 ml)

AL Lysis Buffer (Tampdo de lise)* 33 ml

AW1 Wash Buffer 1 (AW1)* (Tampdio de | WASH | BUF |] |CON| 19 ml
lavagem 1) (concentrado)

AW?2 Wash Buffer 2 (AW2) (Tampdo de [ WASH [ BUF [2]CON| 13 ml
lavagem 2)t (concentrado)

AVE Elution Buffer (Tampdo de eluigdo)t BUF 4 x2ml
[fampas roxas] [ EW [ BUF |

PS Protease Solvent (Solvente de protease)t QPROT 4,4 ml

Carrier Carrier RNA (RNA carreador) (tampas m 310
vermelhas)

QP QIAGEN® Protease* 1 frasco

*

pégina 14 para obter informagdes de seguranca.
t Contém azida de sédio como conservante

¥ Volume de ressuspensdo de 4,4 ml
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Componentes do kit

Os componentes principais do kit que contém ingredientes ativos sdo explicados abaixo.

Reagente Ingredientes ativos Concentragéo (w/w) [%]
QIAGEN Protease (QP) Subtilisina >90 a <100
Al Cloridrato de guanidina >30 a <50
Acido maleico >0,1 a <1
AWI Cloridrato de guanidina >50 a <70
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Reagentes adicionais

e FEtanol (96 a 100%)*

Consumiveis

® PipetasT e ponteiras de pipetas (para evitar a contaminagdo cruzada, recomendamos
fortemente a utilizagdo de ponteiras de pipetas com barreiras contra aerossdis)

e Lluvas descartdveis
Equipamento

® Bloco de aquecimentot para lise de amostras a 56 °C para micro tubos de teste
de 2,0 ml

Microcentrifugat

Cilindro graduado (50 ml)

Agitador tipo vértex

Sistema de vécuo QlAvac 24 Plus (n° de ref. 19413) ou equivalentet

* Néo use dlcool desnaturado, que contém outras substéncias, como metanol ou metiletilcetona.
t Antes do uso, cerfifique-se de que os instrumentos tenham sido verificados e calibrados de acordo com as
recomendacdes do fabricante.
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Avisos e precaucoes

Esteja ciente de que poderd ser necessdrio consultar seus regulamentos locais para relatar
incidentes graves que tenham ocorrido com o dispositivo ao fabricante e/ou seu representante

autorizado e & autoridade regulatéria na qual o usudrio e/ou o paciente estdo estabelecidos.
Para uso em diagndstico in vitro.

Leia atentamente todas as instrugcdes antes de utilizar o kit.

Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco apropriado, luvas descartaveis
e 6culos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranca
(Safety Data Sheets, SDSs) aplicdveis. 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 componente do kit QIAGEN.

CUIDADO: Nao adicione dgua sanitdria ou solucdes écidas nos residuos

do preparo de amostras.

e O tampdo de lise (AL) e o tampdo de lavagem 1 (AW 1) contém cloridrato de
guanidina, que pode formar compostos altamente reativos quando misturados com &gua
sanitdria. Se for derramado liquido contendo essas solugdes tamponadas, limpe com
dgua e detergente de laboratério adequado. Se o liquido derramado contiver agentes
potencialmente infecciosos, limpe a drea afetada primeiro com dgua e detergente de

laboratério e, em seguida, com solucdo de hipoclorito de sédio 1% (v/v).
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® Se os recipientes de tampdo forem danificados ou apresentarem vazamento, use luvas e
4culos de protecdo ao descartd-los para evitar lesdes a si mesmo ou a outras pessoas.

® A QIAGEN ndo testou os residuos liquidos gerados pelo procedimento QlAamp DSP
Virus quanto & presenca de materiais infeciosos residuais. Logo, as precaucdes
universais (luvas, jalecos e protecdo ocular) para manusear material de fonte humana
potencialmente infeccioso devem ser usadas enquanto trabalha com este produto e os
residuos liquidos devem ser considerados infecciosos, e ser manuseados e descartados
de acordo com os regulamentos de seguranca locais.

® Espécimes e amostras sdo potencialmente infecciosos. Descarte os residuos das amostras

e dos ensaios de acordo com os procedimentos de seguranca locais.
Informagdes de emergéncia

CHEMTREC
EUA e Canadd 1-800-424-9300
Fora dos EUA e do Canadd +1 703-527-3887
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Precaucoes

As seguintes afirmagdes de risco e precaugdes se aplicam a componentes do QlAamp DSP

Virus Kit.

Tampdao de lise (AL)

Contém: cloridrato de guanidina; dcido maleico. Aviso! Pode ser
prejudicial se ingerido ou inalado. Provoca irritagdo da pele. Pode
provocar uma reacdo alérgica cutéinea. Causa irritagdo grave nos olhos.
Use luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecdo
facial. Ligue para um CENTRO DE CONTROLE DE INTOXICAGOES E
ENVENENAMENTOS ou um médico, se ndo se sentir bem. Se ocorrer
irrifagdo ou erupgdo cutdnea: consulte um médico. Refire a roupa
confaminada e lavea antes de uséla novamente. Descarte o
contetdo/recipiente em um local de descarte de residuos aprovado.

&

Tampdo de lavagem 1 (AW1)

Contém: cloridrato de guanidina. Aviso! Nocivo, se engolido ou inalado.
Provoca irritagdo da pele. Causa irritagéo grave nos olhos. Use luvas de
protecdo/vestudrio de protegdo/protecdo ocular/protegdo facial. Retire a
roupa contaminada e lave-a anfes de uséla novamente. Descarte o
conteddo/recipiente em um local de descarte de residuos aprovado.

&

QIAGEN Protease (QP)

Contém: subtilisina. Perigo! Nocivo, se engolido. Provoca irritacdo da
pele. Causa lesdes graves nos olhos. Se inalado, pode causar sintomas de
asma ou alergia ou dificuldades respiratérias. Pode provocar irritagdo das
vias respiratérias. Evite respirar poeira/fumaca/gds/névoa/vapores/
spray. Use luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial. Use protegdo respiratéria. EM CASO DE
CONTATO COM OS OLHOS: Enxégue cuidadosamente com dgua por
vdrios minutos. Remova lentes de contato, se presentes e facil de serem
removidas. Continue enxaguando. EM CASO DE exposicdo ou suspeita
de exposicdo: Entre em contato imediatamente com um CENTRO DE
CONTROLE DE INTOXICACOES E ENVENENAMENTOS ou um médico.

Leve a pessoa para um local ao ar livre e deixe-a confortével para respirar.

‘ =)
(el
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Descarte

O residuo contém amostras e reagentes. Esse residuo pode conter material téxico ou
infeccioso e deve ser descartado corretamente. Consulte os regulamentos de seguranca locais
para ver quais sdo os procedimentos de descarte adequados.

Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranca (Safety Data Sheets,
SDSs)  aplicdveis. Elas estdo disponiveis online em formato PDF, no site
www.giagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar e imprimir a SDS para cada kit
e componente do kit QIAGEN.
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Armazenamento e manuseio de reagentes

E necessdrio prestar atencdo as datas de validade e &s condi¢des de armazenamento
impressas na caixa e nos rétulos de todos os componentes. N&o use componentes cuja data

de validade tenha vencido ou que tenham sido incorretamente armazenados.

As colunas QlAamp MinElute devem ser armazenadas entre 2 e 8 °C apds a entrega.
Quando armazenadas devidamente, as colunas QlAamp MinElute permanecem estéveis até

o fim do prazo de validade indicado na caixa do kit.

Nota: Para garantir que os componentes do kit de diferentes kits ndo sdo misturados, rotule

as colunas QlAamp MinElute com o respectivo nimero de lote do kit.

Todos os tampdes podem ser armazenados em temperatura ambiente (15 a 25 °C) até o fim

do prazo de validade indicado na caixa do kit.

O RNA carreador liofilizado pode ser armazenado em temperatura ambiente até a data de

validade na caixa do kit.

A QIAGEN Protease (QP) liofilizada pode ser armazenada em temperatura ambiente até o

fim do prazo de validade sem que isto afete seu desempenho.
Estabilidade em uso

O RNA carreador sé pode ser dissolvido em tampdo de eluigdo (AVE); o RNA carreador
dissolvido deve ser adicionado imediatamente ao tampdo de lise (AL), tal como descrito na
pdgina 24. Esta solugdo deve ser preparada na hora, mantendo-se estével entre 2 a 8 °C por
até 48 horas. As partes ndo usadas do RNA carreador dissolvidas em tampdo de eluicdo

(AVE) devem ser congeladas em aliquotas a -20 °C.
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A QIAGEN Protease (QP) reconstituida em solvente de protease (PS) mantém-se estavel por
até 1 ano, desde que seja armazenada entre 2 e 8 °C, mas apenas até o fim do prazo de
validade. Deve-se evitar manter a solugdo de estoque da QIAGEN Protease (QP) em

temperatura ambiente durante periodos de tempo prolongados.
O tampado de lavagem 1 (AW1) reconstituido e o tampdo de lavagem 2 (AW2) reconstituido

permanecem estdveis por até 1 ano quando armazenados em temperatura ambiente, mas

apenas até o fim do prazo de validade indicado na caixa do kit.
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Transporte, armazenamento e manuseio de
espécimes

Nota: A estabilidade de amostra depende altamente de vdrios fatores e estd relacionada &
aplicagdo a jusante especifica. Ela foi avaliada juntamente com as aplicagdes a jusante
exemplares. O usudrio é responsdvel por consultar as instrugdes de uso da aplicacdo a jusante
especifica usada em seu laboratério e/ou validar todo o fluxo de trabalho para estabelecer

as condi¢des de armazenamento adequadas.

Para obter recomenda¢des gerais sobre coleta, transporte e armazenamento, consulte @
diretriz aprovada MM13-A do CLSI "Coleta, transporte, preparacdo e armazenamento de
espécimes para métodos moleculares". Além disso, as instrucdes do fabricante, quanto ao
dispositivo de coleta de amostras selecionado, devem ser seguidas durante o preparo,

armazenamento, transporte e manuseio geral de amostras.

,

O procedimento de purificacdo é otimizado para uso com amostras de plasma e soro
humanos. As amostras de sangue tratadas com EDTA ou citrato como anticoagulante podem
ser utilizadas para o preparo do plasma. As amostras devem ser frescas ou congeladas,
desde que sejam congeladas e descongeladas apenas uma vez. Descongele as amostras

congeladas com uma leve agitacdo para garantir uma mistura homogénea.

Apés a coleta e a centrifugagdo, o plasma ou o soro podem ser armazenados entre 2 e 8 °C por
até 6 horas. Para o armazenamento prolongado, recomenda-se o congelamento em aliquotas a
-80 °C a-20 °C. As amostras congeladas de plasma ou soro ndo devem ser descongeladas mais
de uma vez. O congelamento e o descongelamento recorrentes levam & desnaturagdo e &
precipitacdo de proteinas, resultando em ftitulos virais reduzidos e, portanto, em produgdes
reduzidas de d&cidos nucleicos virais. Além disso, os crioprecipitados formados durante

o congelamento e o descongelamento irdo obstruir a membrana da coluna QlAamp MinElute.
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Se os crioprecipitados estiverem visiveis, eles devem ser peletizados por centrifugagdo a cerca de
6800 xg por 3 minutos. O sobrenadante clarificado deve ser aspirado e processado
imediatamente sem perturbar o pellet. Inicie o procedimento de purificacdo imediatamente.

A centrifugagdo a forga g baixa néo reduz os titulos virais.

Nota: De acordo com estudos de interferéncia exemplares para o QlAamp DSP Virus Kit e,
também, com a I1SO 20186-2:2019(E), a heparina dos tubos de coleta de sangue pode afetar
a pureza dos écidos nucleicos isolados e um possivel carryover nos eluatos pode causar
inibicdes em algumas aplicagdes a jusante. Portanto, recomendamos o uso de amostras de

sangue fratadas com EDTA ou citrato como anticoagulante.
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Notas importantes

Pontos importantes antes de comegar

22

Assim que receber o kit, verifique se hd algum dano nos respectivos componentes. Se
os blisteres ou os frascos 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 14). Ndo use componentes de kits
danificados, pois seu uso pode prejudicar o desempenho do kit.

Use sempre equipamentos sem RNase.

Troque sempre as ponteiras das pipetas entre as transferéncias de liquidos. Para
minimizar a contaminagdo cruzada, recomenda-se o uso de ponteiras de pipeta com
barreira contra aerosséis.

Sempre use luvas descartdveis e verifique regularmente se elas ndo estdo contaminadas
com o material da amostra.

Descarte as luvas se ficarem contaminadas e, pelo menos, em todos os passos nos quais

é visualizado um simbolo com a forma de uma luva.

Para minimizar a contaminagdo cruzada, abra apenas um tubo por vez.

Apés todas as etapas de agitacdo em vértex pulsador, centrifugue brevemente os tubos
da microcentrifuga para remover as gotas de dentro da tampa.

Todas as etapas de centrifugacdo sdo realizadas em temperatura ambiente (15 a 25 °C).
O usudrio deve garantir que a rastreabilidade das amostras é mantida durante todo o
procedimento.

Ndo use componentes de outros kits com o kit que estiver usando no momento, a menos
que os nimeros de lote sejam idénticos.

Evite a contaminagdo microbiana dos reagentes do kit.

Para minimizar o risco de infec¢@o por material potencialmente infeccioso, recomendamos

trabalhar em condigdes de fluxo de ar laminar até que as amostras sejam lisadas.
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e O procedimento fornece instrugdes para o processamento de uma Gnica amostra de
plasma ou soro. No enfanto, podem ser processadas até 24 amostras ao mesmo tempo
com o sistema de vacuo QlAvac 24 Plus.

® Este kit sempre deve ser usado por uma equipe treinada em prdticas laboratoriais de

diagnéstico in vitro.

Manuseio das colunas QlAamp MinElute

Dada a sensibilidade das tecnologias de amplificacdo de dcidos nucleicos, é necessdrio
tomar as seguintes precaucdes ao manusear colunas QlAamp MinElute para evitar a

contaminagdo cruzada entre os preparos de amostras:

® Aplique cuidadosamente a amostra ou solugdo & coluna QlAamp MinElute. Pipete a
amostra na coluna QlAamp MinElute sem molhar a borda da coluna.

® Troque sempre as ponteiras das pipetas entre todas as transferéncias de liquidos.
Recomenda-se o uso de ponteiras de pipetas com barreira contra aerosséis.
Evite o contato da membrana da QlAamp MinElute com a ponteira da pipeta.
Abra somente uma coluna QlAamp MinElute de cada vez e tome cuidado para evitar a

geracdo de aerossdis.
Preparo de reagentes e tampdes

Preparo de RNA

Ao preparar o RNA viral, trabalhe rapidamente durante as etapas manuais do

procedimento e leia o Anexo na pdgina 46 antes de comegar.
Preparo da QIAGEN Protease (QP)

Adicione todo o conteido do frasco contendo 4,4 ml de solvente de protease (PS) ao frasco
de QIAGEN Protease (QP) liofilizada e misture cuidadosamente. Para evitar a formagdo de
espuma, misture invertendo o frasco vdrias vezes. Certifique-se de que a QIAGEN Protease

(QP) esteja completamente dissolvida.
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@ Nao adicione QIAGEN Protease (QP) diretamente ao tampdo de lise (AL)*.
Adicdo de RNA carreador e controle interno no tampéo de lise (AL)*

Recomenda-se a utilizagdo de um controle interno durante a utilizagdo do QlAamp DSP Virus Kit
em conjunto com sistemas de amplificacdo de diagnéstico. Consulte mais informacdes nas
instrucdes do fabricante. O controle interno e o RNA carreador reconstituido devem ser
adicionados ao tampdo de lise (AL) e cuidadosamente misturados, invertendo o tubo 10 vezes.
Para evitar a formagdo de espuma, ndo centrifugue. Se o controle interno for usado, reduza o

volume do tampdo de lise (AL) adequadamente (consulte a Tabela 1 para obter mais detalhes).

Consulte as instrugdes do fabricante para determinar a concentracéo ideal do controle
interno. O uso de uma concentracdo diferente da recomendada pode gerar resultados
incorretos. Ao calcular a quantidade correta de controle interno a utilizar, é necessdrio
considerar o volume inicial da amostra e o volume de eluicdo. Lembrese que

o QlAamp DSP Virus Kit utiliza um volume de amostra inicial de 500 pl.

Para preparar a solucdo de RNA carreador, adicione 310 pl de tampdo de eluicdo (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 a -20 °C. Ndo congele-descongele as aliquotas do RNA

carreador mais do que 3 vezes.

®O RNA carreador ndo se dissolve no tampdo de lise (AL). Ele ser dissolvido primeiro no
tampdo de eluicdo (AVE) e depois acrescentado ao tampdo de lise (AL). Assegure que o RNA
carreador seja completamente dissolvido no volume correto do tampéo de eluicdo (AVE) antes

de o misturar com o tampdo de lise (AL).

* Contém sal caotrépico. Tome as medidas de seguranca apropriadas em laboratério e use luvas durante o manuseio.
Incompativel com desinfetantes que contenham dgua sanitéria. Consulte a pdgina 14 para obter informages de seguranga.
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Calcule o volume da mistura de tampdo de lise (AL)/RNA carreador necessdrio por lote de
amostras selecionando o nimero de amostras que serdo processadas simultaneamente a

partir da Tabela 1. Os volumes sdo calculados utilizando o seguinte cdlculo de amostras:

nx0,55ml=yml
ymlx 11,2 pl/ml =z pl

onde: n = nimero de amostras a serem processadas simultaneamente

y = volume calculado de tampdo de lise (AL)

z = volume de RNA carreador/tampdo de eluicdo (AVE) a adicionar ao tampdo
de lise (AL)

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

centrifugue.
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Tabela 1. Volumes de tampéo de lise (AL) e de RNA carreador/tampéo de elui¢do (AVE) necessdrios para o
procedimento QlAamp DSP Virus*

Vol. RNA Vol. RNA

N° de amostras ~ Vol. AL*(ml)  carreador/AVE (pl) | N° de amostras ~ Vol. AL *(ml)  carreador/AVE (pl)
1 0,55 6,2 13 7,15 80,0

2 1,10 12,3 14 7,70 86,0

3 1,65 18,5 15 8,25 92,4

4 2,20 24,6 16 8,80 98,6

5 2,75 30,8 17 9,35 104,7

6 3,30 37,0 18 9,90 110,9

7 3,85 43,1 19 10,45 117,0

8 4,40 49,3 20 11,00 123,2

9 4,95 55,0 21 11,55 129,4
10 5,50 61,6 22 12,10 135,5

11 6,05 67,8 23 12,65 141,7
12 6,60 73,9 24 13,20 147,8

O procedimento de preparo de amostras é otimizado 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 tampéo de lise (AL). Para cada
micrograma de RNA carreador necessario por preparo, adicione 5 pl de Buffer AVE-RNA carreador dissolvido por
mililitro de tampdo de lise (AL). 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.
* Se o confrole interno for usado, reduza o volume do tampdo de lise (Al) adequadamente.
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Preparo do tampdo de lavagem 1 (AW1)*

Utilizando um cilindro graduado, adicione 25 ml de etanol (96 a 100%) co frasco que
contém 19 ml de tampdo de lavagem 1 (AW 1) concentrado. Marque a caixa de selecdo no
rétulo para indicar que o etanol foi adicionado. Armazene o tampdo de lavagem 1 (AW1)

reconstituido em femperatura ambiente (15-25 °C).

@ Sempre misture o tampdo de lavagem 1 (AW 1) reconstituido invertendo o frasco varias

vezes antes de iniciar o procedimento.

Preparo do tampdo de lavagem 2 (AW?2) +

Utilizando um cilindro graduado, adicione 30 ml de etanol (96 a 100%) o frasco que
contém 13 ml de tampéo de lavagem 2 (AW2) concentrado. Marque a caixa de selecdo no
rétulo para indicar que o etanol foi adicionado. Armazene o tampédo de lavagem 2 (AW2)

reconstituido em temperatura ambiente (15-25 °C).

@ Sempre misture o tampdo de lavagem 2 (AW?2) reconstituido invertendo o frasco vérias

vezes antes de iniciar o procedimento.

Preparo do tampdo de eluicdo (AVE)

Junto com o kit, s@o fornecidos quatro tubos de tampdo de eluicdo (AVE). Cuidado para néo
contaminar o tampdo com RNases. Caso realize 4 procedimentos de purificagdo ou menos
usando um Onico kit, recomendamos o descarte do tubo do tampdo de eluicdo (AVE) no final

de cada procedimento.

* Contém sal caotrépico. Tome as medidas de seguranga apropriadas em laboratério e use luvas durante o manuseio.
Incompativel com desinfetantes que contenham dgua sanitéria. Consulte a pdgina 14 para obter informagdes de seguranga.
T Contém azida de sédio como conservante.
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Montagem do sistema de vdcuo QlAvac 24 Plus

Certifique-se de que o extensor da coluna (EXT), a coluna QlAamp MinElute, o VacConnector

(VC) e a VacValve estdo corretamente instalados (consulte a Figura 1).

Figura 1. Montagem dos componentes do QlAamp DSP Virus Kit para o processamento de amostras com vacuo:

1. VacValve (fornecida com o sistema de vdcuo) 3. Coluna QlAamp MinElute

2. VacConnector (VC) 4. Extensores da coluna (EXT)

Recomendamos rotular os tubos de lise (LT), os tubos de eluicdo (ET), e as colunas
QlAamp MinElute para uso no sistema de vacuo QlAvac 24 Plus de acordo com o esquema na
Figura 2 para evitar a mistura de amostras. Essa figura pode ser fotocopiada e rotulada com os

nomes das amostras.

Data:

Operador:

ID da execugdo:
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Figura 2. Esquema de rotulagem dos tubos de lise (LT), dos tubos de elui¢Go (ET) e das colunas QlAamp MinElute para
uso no sistema de vacuo QlAvac 24 Plus.

Instrucdes de uso (Manual) do QIAamp DSP Virus Kit 06/2022 29



Protocolo: Isolamento e purificacdo de écidos
nucleicos virais de plasma e soro

Para isolar e purificar dcidos nucleicos virais de 500 pl de plasma e soro tratados com EDTA

ou citrato.

O que fazer antes de comecar

30

Equilibre as amostras a temperatura ambiente (15 a 25 °C) e certifique-se de que elas
estejam bem misturadas.

Certifique-se de que todos os reagentes e as colunas QlAamp MinElute (em bolhas
fechadas) estdo equilibrados de acordo com a temperatura ambiente.

Coloque um bloco de aquecimento a 56 °C, para usé-lo nos passos 4 e 17.
Certifique-se de que o tampdo de lavagem 1 (AW 1) o tampdo de lavagem 2 (AW2) e a
QIAGEN Protease (QP) tenham sido preparados de acordo com as instrugdes fornecidas
em "Pontos importantes antes de comecar", na pdgina 22.

Em caso de formagdo de um precipitado no tampdo de lise (AL), dissolva-o por meio de
incubacdo a 56 °C.

Adicione o RNA carreador reconstituido em tampdo de eluicdo (AVE) ou controle interno
ao tampdo de lise (AL), de acordo com as instrucdes na pdgina 24.

Se possivel, utilize um tampdo de eluicdo (AVE) novo a cada procedimento (sdo
fornecidos 4 tubos).

Para minimizar a contaminacdo cruzada, insira um VacConnector (VC) em cada
adaptador luer do sistema de vdcuo.

Os procedimentos de controle de qualidade na QIAGEN incluem testes funcionais de
aprovacdo de kits para todos os lotes individuais de kits. Portanto, ndo misture reagentes de
lotes de kits diferentes e ndo combine reagentes individuais de diferentes lotes de reagentes.
Certifique-se de que o frasco de residuos do sistema de vdcuo esteja vazio e de que

todas as conexdes estejam ligadas de forma correta.

Instrucdes de uso (Manual) do QlAamp DSP Virus Kit 06/2022



® Para obter detalhes sobre o funcionamento do sistema de vécuo, especialmente no que

se refere & manutencdo, consulte o manual fornecido.
Procedimento

1. Pipete 75 pl de QIAGEN Protease (QP) em um tubo de lise (LT).

@ Verifique o prazo de validade da protease reconstituida antes de usé-la.
2. Adicione 500 pl de plasma ou soro ao tubo de lise (LT).
3. Adicione 500 pl de tampdo de lise (AL) (contendo 11,2 pg/ml de RNA carreador) ao

tubo de lise (LT), feche a tampa e misture por agitagdo em vértex pulsador por

>15 segundos.

Para garantir uma lise eficiente, é essencial que a amostra e o tampdo de lise (AL) sejam

completamente misturados até obter uma solucdo homogénea.

@ O tampéo de lise (AL) contém controle interno. Como o tampdo de lise (AL)
apresenta uma elevada viscosidade, certifique-se de que seja adicionado o volume

correto de tampdo de lise (AL) pipetando cuidadosamente.

@ Nao adicione QIAGEN Protease (QP) diretamente ao tampdo de lise (AL).
4. Incube a 56 °C por 15 minutos.

5. Centrifugue o tubo de lise (LT) por >5 segundos & velocidade méxima para remover

gotas do interior da tampa.

6. @Troque de luvas e abra cuidadosamente o tubo de lise (LT).
7. Adicione 600 pl de etanol (96 a 100%) ao tubo de lise (LT), feche a tampa e misture por

agitacdo em vértex pulsador por impulsos por >15 segundos. Incube em temperatura

ambiente por 5 minutos (15 a 25 °C).

8. Centrifugue o tubo de lise (LT) por =5 segundos & velocidade méxima para remover

gotas do interior da tampa.
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. Insira a coluna QlAamp MinElute dentro do VacConnector (VC) no sistema de vécuo

(consulte a Figura 1, na pégina 28). Insira um extensor da coluna (EXT) na coluna
QlAamp MinElute aberta.

@ Guarde o tubo de lavagem (WT) para a centrifugagdo a seco no passo 16.

. @ Troque de luvas e abra apenas um tubo de cada vez.

. Aplique cuidadosamente todo o lisado da etapa 7 no extensor da coluna (EXT) da

coluna QlAamp MinElute sem molhar a borda.

. Ligue a bomba de vécuo. Assim que o lisado tiver passado através da coluna QlAamp

MinElute, abra a valvula do sistema de vacuo e libere o vacuo.
Em caso de processamento de vdrias colunas QlAamp MinElute mesmo tempo,
recomendamos fechar a VacValve de cada coluna apés o lisado ter passado através

dela para reduzir a duragdo desta etapa de vacuo.

: Se o lisado ndo tiver passado completamente através da membrana apés 15 minutos,

descarte a coluna QIAamp MinElute e repita o procedimento com uma nova amostra.

: Deve-se utilizar a vdlvula do sistema de vécuo para a liberagéo répida da pressdo

de vdcuo.

. Aplique 600 pl do tampdo de lavagem 1 (AW 1) & coluna QlAamp MinElute. Remova

cuidadosamente e descarte o extensor da coluna (EXT) e feche a valvula do sistema de
vécuo. Assim que o tampdo de lavagem 1 (AW1) tiver passado através da coluna

QIAamp MinElute, abra a vélvula e libere o vécuo.

: Para evitar contaminagdo cruzada, certifique-se de que os extensores da coluna

(EXT) removidos ndo passem sobre as colunas QlAamp MinElute adjacentes.

. Aplique 750 pl do tampdo de lavagem 2 (AW?2) na coluna QlAamp MinElute sem

molhar a borda. Deixe a tampa da coluna aberta e feche a vdlvula do sistema de
vdcuo. Assim que o tampdo de lavagem 2 (AW?2) tiver passado através da coluna

QIAamp MinElute, abra a vélvula e libere o vacuo.
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15.

Aplique 750 pl de etanol (96 a 100%) na coluna QIAamp MinElute sem molhar a borda.
Deixe a tampa da coluna aberta e feche a vélvula do sistema de vacuo. Assim que o etanol

tiver passado através da coluna QlAamp MinElute, abra a vélvula e libere o vicuo.

: Use ponteiras de pipeta com barreira contra aerosséis para aplicar etanol na

coluna QlAamp MinElute.

. Feche a tampa da coluna QlAamp MinElute, remova-a do sistema de vécuo e descarte o

VacConnector (VC). Coloque a coluna QlAamp MinElute no tubo de lavagem (WT)
salvado na etapa 9 e centrifugue & velocidade méxima (aproximadamente 20.000 x g
ou 14.000 rpm) por 1 minuto para secar completamente a membrana. Descarte o tubo

de lavagem (WT) que contém o filtrado.

: A omissdo da centrifugacdo a seco pode resultar na inibicdo do ensaio posterior.

. Coloque a coluna QIAamp MinElute em um novo tubo de lavagem (WT) e incube com a

tampa aberta a 56 °C por 3 minutos para evaporar qualquer liquido restante.

. Coloque a coluna QIAamp MinElute em um novo tubo de eluicdo (ET) e descarte o tubo

de lavagem (WT). Abra cuidadosamente a tampa da coluna QlAamp MinElute e
aplique 20 pl ou 60 pl de tampdo de eluigdo (AVE) (dependendo do ensaio posterior)

no centro da membrana.

: E importante usar um novo tubo de eluicdo para evitar a contaminagdo em

tampdes de lavagem residuais que podem levar & inibicdo do ensaio posterior.

: Dispensar o tampdo de eluicdo no centro da membrana é especialmente
importante para volumes de eluicdo menores para garantir a recuperacdo ideal dos

dcidos nucleicos e do tampao de eluicdo.

: O volume de eluicdo pode ser adaptado de acordo com os requisitos da
aplicagdo a jusante. Lembre-se de que o volume de eluato recuperado pode ser inferior
ao volume do tampdo de eluicdo aplicado & coluna, devido ao tampdo de eluicdo

restante retido pela membrana da coluna de centrifugacdo apés esse processo.
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@ Certifique-se de que o tampdo de eluicdo seja equilibrado em temperatura ambiente.
19. Feche a tampa e incube a temperatura ambiente (15 a 25 °C) por >3 minutos.
Centrifugue & velocidade méxima (aproximadamente 20.000 x g ou 14.000 rpm) por

1 minuto para eluir os &cidos nucleicos virais.

: Posicione as tampas do tubo de eluicdo de modo a apontarem em uma diregdo
oposta ao sentido do rotor (por ex., se o rotor girar no sentido hordrio, oriente as

tampas no sentido anti-hordrio).

: Siga o procedimento de manutengdo do sistema de vécuo apéds realizar este
protocolo (para obter mais detalhes, consulte o manual fornecido com o sistema de

vdcuo).
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Controle de qualidade

De acordo com o sistema da gestdo de qualidade total da QIAGEN, cada lote do QlAamp
DSP Virus Kit é testado em relagdo a especificagdes predeterminadas para garantir uma

qualidade constante do produto.
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Limitacoes

O desempenho do sistema foi estabelecido em estudos de avaliacdo de desempenho que

purificaram os &cidos nucleicos virais de amostras de plasma e soro humanos.

E responsabilidade do usudrio verificar o desempenho do sistema para quaisquer

procedimentos usados em seu laboratério que ndo abrangidos pelos estudos de avaliagdo de

desempenho da QIAGEN.

Para minimizar o risco de um impacto negativo nos resultados do diagnéstico, devem ser
usados os controles adequados para aplicacdes a jusante. Quaisquer resultados de
diagnéstico gerados devem ser interpretados em conjunto com outros resultados clinicos ou

laboratoriais.
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Caracteristicas de desempenho

As caracteristicas de desempenho aplicdveis estdo disponiveis na guia de recursos da pdgina

de produto em www.qiagen.com.
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Guia de solugdo de problemas

Este guia de solugdo de problemas pode ser Util para resolver qualquer problema que possa
surgir. Para obter mais informacées, consulte também a pdgina de Perguntas frequentes
(Frequently Asked Questions, FAQ) no nosso Centro de Suporte Técnico:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Os cientistas da Assisténcia Técnica da QIAGEN estdo
sempre prontos para responder quaisquer perguntas que vocé possa ter sobre as informacdes
e/ou os protocolos neste manual ou sobre as tecnologias de amostragem e ensaio (para obter

informagdes de contato, acesse www.giagen.com).

Comentdrios e sugestoes

Manuseio geral

a) Obstrugdo de As amostras  congeladas ndo foram misturadas corretamente apés o
ponteiras da pipeta descongelamento. Descongele as amostras congeladas com uma leve agitagdo
durante a transferéncia  para garantir uma mistura homogénea.
de amostras Os crioprecipitados formados durante o congelamento e o descongelamento irdo

obstruir a membrana do QIAamp MinElute. No caso de os crioprecipitados serem

visiveis, limpe a amostra com centrifugagdo durante 5 minutos a 16.000 x g.

b) Coluna QlAamp Se a vazdo for reduzida, o tempo de vdcuo poderd ser prolongado.

MinElute entupida Em alternativa, feche a VacValve, se usada, e remova, com cuidado, o conjunto

extensor da coluna-VacConnector-VacValve da coluna do QlAamp MinElute, sem

perder nenhum dos lisados no extensor de coluna.

Remova a coluna QIAamp MinElute do coletor de vécuo, coloque-a em um tubo de
lavagem (WT) de 2 ml e gire-o a toda velocidade, até que a amostra tenha passado
completamente pela membrana. Substitua o conjunto extensor-VacConnector-
VacValve que contém o lisado remanescente. Ligue a bomba de vécuo, abra a

VacValve e continue a carregar o lisado remanescente.
Repita o procedimento acima, se a coluna QlAamp MinElute continuar a entupir.

Os crioprecipitados formados durante o congelamento e o descongelamento irdo obstruir
a membrana da coluna do QlAamp MinElute. No caso de os crioprecipitados serem

visiveis, limpe a amostra com cenfrifugagdo durante 5 minutos a 16.000 x g.
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Comentdrios e sugestdes

c) Precipitado se formou

no tampdo de lise

d) Volumes de eluigdo

varidveis

e) Pressdo de vécuo
de ~800 a ~900 mbar

ndo atingida

Usar etanol resfriado a gelo durante a lise pode ajudar a diminuir o risco de
obstrugdo da membrana. Além disso, é essencial adicionar aos tampdes para lise
na ordem correta descrita acima. N&o adicione QIAGEN Protease (QP) diretamente

ao tampéo de lise (AL).

Dissolva por incubagdo do tampdo de lise (AL) a 56 °C.

O volume de eluato recuperado depende da natureza da amostra.

Devido ao tampdo de eluicdo restante retido pela membrana da coluna de
centrifugacdo apéds esse processo, o volume de eluato recuperado pode ser inferior

ao volume do tampéo de eluicdo aplicado & coluna.

Aplique o tampdo de elui¢do ao centro da membrana. Dispensar o tampédo de
eluicdo no centro da membrana é especialmente importante para volumes de
eluicio menores para garantir a recuperagdo ideal dos dcidos nucleicos e do

tampdo de elui¢do.

O coletor de vacuo ndo estd bem fechado. Pressione para baixo a tampa do coletor
de vdcuo, depois de o vécuo fer sido ligado. Verifique se a pressdo de vacuo é
atingida. A gaxeta da tampa do QlAvac estd desgastada. Verifique, visualmente,

a vedacdo do coletor e substitua, se necessdrio.

As VacValves se desgastaram. Remova todas as VacValves e insira VacConnectors
diretamente nas extensdes luer. Insira as colunas QlAamp MinElute nos
VacConnectors, feche a tampa das colunas e ligue o vécuo. Verifique se a pressdo

de vdcuo é atingida. Substitua as VacValves, se necessdrio.

A conexdo com a bomba de vécuo estd vazando. Feche toda a extensdo luer com
tampas luer e ligue a bomba de vécuo. Verifique se a pressdo do vécuo estd estavel,
depois de a bomba ter sido ligada (e a vélvula do Vacuum Regulator esté fechada).

Troque as conexdes entre a bomba e o coletor do aspirador, se necessario.

Se a pressdo de vacuo ainda ndo tiver sido atingida, substitua a bomba de vacuo

por uma mais forte.
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Comentdrios e sugestdes

O DNA néo tem bom desempenho em reacdes a jusante

a)

b)

<)

40

Lise incompleta da

amostra

Etanol de baixa
porcentagem usado,
em vez de efanol entre
96-100%

Tampdo de lavagem 1
(AW1) ou tampdo de
lavagem 2 (AW2)
preparado

incorretamente

Se a QIAGEN Protease (QP) tiver sido submetida a temperatura elevada durante
tempo prolongado, ela poderd perder a atividade. Repita o procedimento usando

novas amostras e a QIAGEN Protease (QP) fresca.

Certifique-se de dissolver a QIAGEN Protease (QP) com solvente de protease de
acordo com as instrugdes acima. Para evitar a formacdo de espuma, misture
invertendo o frasco vdrias vezes. Certifique-se de que a QIAGEN Protease (QP)
esteja completamente dissolvida. N&o adicione QIAGEN Protease (QP) diretamente

ao tampéo de lise (AL).

Para garantir uma lise eficiente, é essencial que a amostra e o tampdo de lise (AL)
sejam completamente misturados até obter uma solugdo homogénea. Como o
tampdo de lise (AL) apresenta uma elevada viscosidade, certifique-se de que seja
adicionado o volume correto de tampdo de lise (Al) pipetando cuidadosamente e

usando uma pipeta apropriada.

Repita o procedimento de purificagdo com novas amostras e etanol entre 96-100%.
Né&o use dlcool desnaturado, que contém outras substéncias, como metanol ou

metiletilcetona.

Certifique-se de que os concentrados de tampdo de lavagem 1 (AW 1) e tampéo de
lavagem 2 (AW2) foram diluidos com o volume correfo de etanol de 96 a 100% e

misturado invertendo o frasco vérias vezes antes de iniciar o procedimento.
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Comentdrios e sugestdes

d) As amostras de
plasma e soro ndo
foram preparadas,
armazenadas ou
misturadas

corretamente

e) Pouco ou nenhum

DNA no eluato

f)  Volume de eluigdo

inadequado usado

g) Carryover de potencial

inibidor
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O procedimento de purificagdo é ofimizado para uso com amostras de plasma e
soro humanos. As amostras de sangue fratadas com EDTA ou citrato como
anticoagulante podem ser utilizadas para o preparo do plasma. Apés a coleta e a
centrifugacdo, o plasma ou o soro podem ser armazenados entre 2 e 8 °C por até
6 horas. Para o armazenamento prolongado, recomenda-se o congelamento em
aliquotas a -80 °C a -20 °C.

As amostras congeladas de plasma ou soro néo devem ser descongeladas mais de
uma vez. O congelamento e o descongelamento recorrentes levam & desnaturagdo
e & precipitagdo de proteinas, resultando em titulos virais reduzidos e, portanto, em

produgdes reduzidas de dcidos nucleicos virais.

Descongele as amostras congeladas com uma leve agitacdo para garantir uma

mistura homogénea.

Reduza o volume de eluicdo ou aumente a quantidade de eluato adicionado &

reagdo, se possivel.

Determine o volume méximo de eluato adequado para sua aplicagdo a jusante.
Reduza ou aumente o volume de eluato adicionado & aplicagdo a jusante
adequadamente. O volume de eluigio pode ser adaptado proporcionalmente.
A eluicdo com valores menores de Buffer AVE leva a concentracdes mais elevadas

de dcidos nucleicos.

Cerlifiquese de que efetua a etapa de centrifugagdo a seco antes da eluicdo para

prevenir potencial inibicdo do ensaio posterior.

E imporfante usar um novo tubo de eluicdo para evitar a confaminagéo em tampdes de

lavagem residuais que podem levar & inibigdo do ensaio posterior.

De acordo com estudos de interferéncia exemplares para o QlAamp DSP Virus Kit e,
também, com a ISO 20186-2:2019(E), a heparina dos tubos de coleta de sangue pode
afetar a pureza dos Gcidos nucleicos isolados e um possivel carryover nos eluatos pode
causar inibigdes em algumas aplicagdes a jusante. Porfanto, recomendamos o uso de

amostras de sangue tratadas com EDTA ou citrato como anticoagulante.
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Comentdrios e sugestdes

h)

42

RNA carreador
degradado/preparado

incorretamente

O RNA carreador serve para duas finalidades: primeiro, ele aprimora a ligagdo
dos dcidos nucleicos virais & membrana QlAamp, especialmente se houver muito
poucas moléculas-alvo na amostra. Segundo, a adigdo 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 tampdo de lise (AL).

Se o RNA carreador néo for acrescentado ao tampéo de lise (AL), isso pode levar
a uma recuperacdo reduzida de RNA e DNA virais.
O RNA carreador sé pode ser dissolvido em Buffer AVE; o RNA carreador

dissolvido deve ser adicionado imediatamente ao tampéo de lise (AL).

O RNA carreador também pode ser incluido em alguns reagentes de controle
interno de ensaios comerciais posteriores. Nestes casos, consulte as instrugdes de

uso apropriadas do fabricante do ensaio posterior.
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Simbolos

Os seguintes simbolos sdo exibidos nas instrucdes de uso ou na embalagem e no rétulo:

Simbolo Definicéio do simbolo

Contém reagentes suficientes para <N> reacées

A
Z
\

Data de validade

Este produto atende aos requisitos do Regulamento Europeu
2017/7 46 sobre dispositivos médicos de diagnéstico in vitro.

M I
m

IVD Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Némero de referéncia

LO Ndmero de lote

NUmero do material (isto é, etiquetagem do componente)

G

Componentes
VoL Volume
Contém
Ndmero
GTIN NUmero global de item comercial

R representa a revisdo das Instrucdes de uso e n representa o
nimero de revisdo

Limites de temperatura

=T EE
2
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Definicéio do simbolo

44

LYOPH

TR EEETS

Fabricante

Consulte as instrucdes de uso

Conservar ao abrigo da luz solar

Aviso/cuidado

Na chegada

Nota importante

Trocar luvas apés cada passo do protocolo com este simbolo

Abra na entrega; conserve as colunas QlAamp MinElute entre
2e8°C

Anote a data atual depois de adicionar etanol ao frasco

Adicdo

Liofilizado
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Simbolo Definicéio do simbolo

RCHS Reconstituir em

Etanol

Cloridrato de guanidina

MALEIC ACID Acido maleico

SUBT Subtilisina

'IIEEI

Leva a

Identificador Unico do dispositivo

ubD
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Anexo

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 desativar e uma quantia minima
é suficiente para destruir o RNA, ndo use utensilios de pldstico ou de vidro sem primeiro
eliminar a possivel contaminagdo por RNase. E necessdrio tomar cuidado para evitar a
infroducdo inadvertida de RNases na amostra de RNA durante ou apés o procedimento de
isolamento. Para criar e manter um ambiente sem RNase, as seguintes precaugdes deverdo
ser tomadas durante o prétratamento e o uso de vasos e solugdes descartdveis e ndo

descartdveis ao trabalhar com RNA.
Manuseio geral

A técnica asséptica e microbiolégica adequada deve sempre ser usada ao trabalhar com
RNA. Particulas das m&os e de pé podem carregar bactérias e mofo e sdo as fontes mais
comuns de contaminagdo por RNase. Sempre use luvas de latex ou vinil durante o manuseio
de reagentes e amostras de RNA, para evitar contaminagdes 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.
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Informacdes sobre pedidos

Produto Conteudo N° de ref.
QlAamp DSP Virus Kit (50) Para 50 preparos: colunas QlAamp 60704
MinElute, tampdes, reagentes, tubos,
extensores da coluna, VacConnectors
Acessorios
QlAvac 24 Plus vacuum Coletor de vdcuo para processamento 19413
manifold de 1-24 colunas de centrifugagdo:
coletor de vacuo QlAvac 24 Plus,
plugues luer, acoplamentos répidos
Vacuum Pump Bomba de vécuo universal 84020
VacConnectors 500 conectores descartdveis para uso 19407
com colunas de centrifugacdo do
QlAamp em conectores luer
VacValves 24 vélvulas para uso com o QlAvac 19408
24 e QlAvac 24 Plus
Vacuum Regulator Vacuum Regulator 19530
QlAvac Connecting System Sistema para conectar o coletor de 19419

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e isencdes de responsabilidade
especificas do produto, consulte as Instrugdes de uso do kit QIAGEN correspondente. As

Instrugdes de uso do kit QIAGEN estdo disponiveis em www.qgiagen.com ou podem ser

vdcuo com a bomba de vdcuo: inclui
bandeja, frascos de residuos,

acoplamentos, vélvulas, medidor
e 24 VacValves.

solicitados & assisténcia técnica da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.
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Histdrico de revisdes do documento

Revisdo Descri¢cGo

R1, junho de 2022  Versdo 2, Revisdo 1
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Atualizagdo para a versdo 2 do kit para conformidade
com o VDR

Atualizacdo das se¢des Uso previsto e Limitagdes
Atualizagdo de Descricdo e principio

Atualizagdo de Materiais fornecidos (adi¢do de ingredientes
ativos) e Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos
Atualizacdo de Avisos e precaugdes (Adicdo de
informacdes de emergéncia e da segdo Descarte)
Atualizacdo de Armazenamento e manuseio de reagentes
Atualizagdo de Coleta, armazenamento e manuseio de
espécimes

Atualizagdo de Notas importantes e Procedimento
Atualizacdo de Caracteristicas de desempenho

Adicdo da secdo Anexo

Adicdo do Guia de solugdo de problemas

Atualizagdo da secdo Simbolos

Adicdo das Informagdes sobre pedidos
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Contrato de licenca limitada para o QlAamp® DSP Virus Kit

O uso desse produto implica a concordéncia por parte de qualquer comprador ou usudrio do produto com os seguintes termos:

1.

O produto deverd ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com estas Instrugdes de uso e recorrendo ao uso
exclusivo de componentes contidos no painel. Nos termos dos direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN néo concede nenhuma licenga para usar ou
incorporar os componentes deste painel a quaisquer componentes néo incluidos nele, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, nestas
Instrugdes de uso e em quaisquer 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 otimizados pela QIAGEN. A QIAGEN né&o garante nem fornece
garantias de que eles néo infrinjam os direitos de terceiros.

Com excecdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este painel e/ou o seu uso ndo infrinjam os direitos de
ferceiros.

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

A QIAGEN renuncia ifi a quai outras licengas, expressas ou impli

P 1 1

com excegdo das expressamente indicadas.

O comprador e o usudrio do painel concordam em né&o 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 proibices deste Contrato de Licenga Limitada em qualquer Tribunal e recuperard todos os seus
custos de in e de Tribunal, incluindo honorérios de advogados, em qualquer agéo destinada a fazer cumprir este Contrato de Licenga Limitada ou
qualquer um de seus direitos de propriedade intelectual relativos ao painel e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenga atualizados, consulte www.giagen.com.

Marcas registradas: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp® (QIAGEN Group). Os nomes registrados, as marcas comerciais etc. utilizados neste documento, mesmo

qual

ndo ndo marcados especificamente como tal, devem ser considerados protegidos pela lei.

1127541PTBR 06/2022 HB-3032-001 © 2022 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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