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1. OBJETIVO

Este POP define e estabelece regras que devem ser aplicadas para a utilizacdo da subunidade
de Sequenciamento de DNA capilar (RPT01C) da Rede de Plataformas Tecnoldgicas — FIOCRUZ
(RPT).

2. CAMPO DE APLICAGAO
Aplica-se as analises de sequenciamento de DNA realizadas no Nucleo de Plataformas
Tecnoldgicas da FIOCRUZ- PE.

3. DESCRIGAO DOS SERVIGOS PRESTADOS PELA PLATAFORMA

A subunidade oferece os seguintes servigos:

P01-002A: Sequenciamento completo de templates de DNA purificados, incluindo reagédo com Big
Dye Terminator v3.1 e primers universais ou especificos, precipitacdo, desnaturagdo com formamida

e leitura no equipamento (eletroforese capilar);

P01-002B: Leitura (eletroforese capilar) de reagdes ja precipitadas em tubos ou placas. Inclui

desnaturagdo com formamida;
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P01-002C: Capacitagdo de profissionais. Assessoria para a realizacdo de reagbes de

sequenciamento e treinamento no equipamento (total 16h).

4. PRE-REQUISITOS PARA SER UM USUARIO DA PLATAFORMA
S6 sera aceito o usuario que tiver seu Grupo de Pesquisa com cadastro aprovado pelo Sistema

da Rede de Plataformas Tecnoldgicas - FIOCRUZ (https://plataformas.fiocruz.br).

5. CRITERIOS DE ATENDIMENTO

a) O usuario devera cadastrar o seu Grupo de Pesquisa através do Sistema da Rede de
Plataformas Tecnoldgicas (https://plataformas.fiocruz.br).

b) Ap6s a aprovagao do cadastro do seu Grupo de Pesquisa pela coordenagéo da RPT, o
coordenador do grupo devera cadastrar os membros do grupo. Assim, tanto o coordenador do Grupo
de Pesquisa quanto os seus membros ja podem encaminhar as solicitagdes para a subunidade em
questao, juntamente com o formulario “Folha de amostras de sequenciamento de DNA capilar”.

¢) como regra, ao utilizar a Plataforma de Sequenciamento de DNA capilar do NPT/IAM, os
usuarios que publicarem trabalhos em congressos, periddicos, artigos, teses e dissertagbes deverao
mencionar a utilizagdo da Plataforma no item de agradecimentos em suas publicagdes: “Os autores
agradecem a Rede de Plataformas Tecnolégicas - FIOCRUZ, pelo servigo de Sequenciamento de
DNA capilar do Instituto Aggeu Magalhaes (FIOCRUZ-PE)” ou “The authors thank the IAM-FIOCRUZ
Core Facilities for the use of DNA sequencing services”. Além disso, o usuario devera comunicar ao

NPT, fornecendo a referéncia bibliografica completa da referida divulgagao cientifica.

6. CONDICOES PARA SOLICITAGAO DOS SERVIGCOS

6.1. Condicoes de aceitagdo das Amostras
a) As amostras somente serdo aceitas quando acompanhadas do formulario “Folha de amostras
de sequenciamento de DNA capilar’ devidamente preenchido. Opcional: também a foto de gel de

agarose do DNA purificado;

b) Todas as amostras e primers deverdo vir em microtubos claramente identificados e
acondicionados em caixas identificadas com o numero da solicitagdo no site das plataformas, nome
do usuario e data da entrega;

¢) As amostras deverdo ser entregues aliquotadas, diluidas na concentragdo adequada e em
quantidade suficiente para as analises (vide Tabela1);
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d) Os produtos de PCR deverao estar com o grau de pureza (260/280) entre 1,8 e 2,0. O gel de
agarose do produto purificado devera apresentar banda unica e bem evidente;

e) Os primers deverao estar diluidos de 3,2 a 5 pmol/uL. Sera utilizado 1 pL por reacgéo;

f) O DNA devera ser diluido em agua ou Tris-Cl. Nao devera ser utilizado TE (Tris-EDTA). Sera

utilizado 1 pL por reacdo. Em casos excepcionais, vide Nota.

Tabela 1: Massa por reagao de DNA baseada no tamanho do fragmento:

Produto de PCR Quantidade
100-200 pb 1a3ng
200-500 pb 3a10ng
500-1000 pb 5a20ng
1000-2000 pb 10a40ng

> 2000 pb 40 a 100 ng
Vetor + Inserto 100 a 300 ng
DNA fita simples 50 a 100 ng
DNA fita dupla 200 a 500 ng
Cosmideo, BAC 0,5a1,0 ug

Nota: o volume de DNA a ser usado em cada reacao de sequenciamento nao podera ultrapassar 7,5

ML. O volume final da reacado de sequenciamento é de 10 L.

Obs.:
1. A Plataforma dispde dos seguintes oligonucleotideos sintéticos: M13 Forward e M13
Reverse, T7, T7T, 6979 e 6980. Outros oligonucleotideos deverao ser encaminhados

juntamente com as amostras.

2. As amostras consideradas inadequadas para a reagdo de sequenciamento serdo
devolvidas ao usuario que requisitou o servico.

3. O usuario devera entregar as amostras e primers em quantidade suficiente para as reacoes
realizadas pela plataforma. A plataforma nao se responsabiliza pelas amostras e primers
apos analise. Portanto, o volume a ser entregue devera respeitar as concentragdes
indicadas na Tabela 1.
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6.2. Local da Entrega de Materiais

a) As amostras e formulario podem ser entregues diariamente das 8:00 as 16:30h
b) Os materiais devem ser entregues no seguinte endereco:

Instituto Aggeu Magalhaes — FIOCRUZ — RECIFE

Av. Moraes Rego s/n. Cidade Universitaria CEP: 50.740-465

Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT-1) Tel: (81) 21012649

6.3. Entrega dos resultados

a) Os resultados obtidos serdo disponibilizados através do Sistema da RPT
(https://plataformas.fiocruz.br);

b) Nao serdo emitidos laudos;

c¢) Os usuarios sao responsaveis pela analise dos dados e para tanto devem possuir o programa
de andlise necessario para a visualizagcdo dos resultados em computador préprio. Sao
disponibilizados dois tipos de arquivo *.ab1 e *.scf; Esses arquivos podem ser abertos em programas
como Chromas, DNA Star ou SeqMan;

d) Nao sera permitida a analise dos resultados no computador ligado ao equipamento;

e) O prazo de entrega dos resultados é de 5 dias Uteis ou dependente da demanda. As amostras
serao descartadas apos 5 dias Uteis depois da entrega dos resultados. Caso o usuario queira retirar

as amostras, devera comparecer ao Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas.

Os dados gerados através dos computadores acoplados aos equipamentos serdao armazenados por
dois anos e ficardo a disposicdo dos usuarios por esse periodo. A plataforma NAO se responsabiliza

por backups fora desse periodo.

7. SUMARIO DAS REVISOES

Sumario das Revisdes
Revisdo | Data Descricao
00 19/02/2020 Versao do documento para Site Plataformas
01 24/03/2022 Versao do documento para Site Interact
Documento(s) Vinculado(s): Pagina
n/d 4/4

Cépia Impressa N&o Controlada



