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1. OBJETIVO

Este procedimento padroniza e fixa condicbes adequadas para a utilizacédo do leitor de
microplacas Varioskan™ Lux da marca Thermo, visando o aumento da vida (til do
mesmo.

2. CAMPO DE APLICACAO
Esta instrucdo contém normas para utilizagédo do Varioskan™ Lux.

3. CONDICOES GERAIS

3.1. Biosseguranca

Todos os procedimentos de biosseguranca devem ser obedecidos conforme GQ-28, tais
como utilizacdo de calgca comprida, calgcados fechados e baixos, jaleco de manga
comprida e luvas, bem como a realizagdo do transporte de material bioldgico descrito
no GQ-41.

Os usuarios s6 poderdo utilizar o equipamento Varioskan™ Lux, apds treinamento e
assinatura do formulario “Registro de Treinamento” — GQ-17- ANEXO A.

3.1.2. Agendamento dos Servi¢cos

Todas as instrugdes para realizacdo da solicitagdo encontram-se no procedimento
RPT10A-18, item 7.3 — “Condi¢des para utilizacdo de equipamentos”:

a) O colaborador dever4d agendar o uso do equipamento, com antecedéncia,
preenchendo a solicitacao online no sistema da Plataforma
(https://plataformas.fiocruz.br). Ndo sera feito agendamento presencial, por telefone
nem por e-mail.

b) Ao final da solicitacdo online sera gerado numero da “Solicitacado” que corresponde
ao “numero da Fatura”, o qual devera ser anotado no registro de utilizacdo do leitor
Varioskan™ Lux, o qual se encontra ao lado do equipamento (Anexo B), apés a sua
utilizagéo.
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4.1. Equipamento
Leitor de microplacas Varioskan™ Lux
Marca: Thermo Scientific™
Software: SkanIt™
Deteccdo: Absorvancia (UV-Vis), intensidade de fluorescéncia (incl. FRET),

luminescéncia (direta e filtrada), AlphaScreen/AlphaLISA e fluorescéncia resolvida no
tempo (incl. TR-FRET/hTRF).

!

Thermeg

\

Figura 1: Vista Frontal do Equipamento

e O leitor de microplacas multimodo de ultima geracdo oferece até cinco tecnologias
de medigéo, incluindo absorbancia, intensidade de fluorescéncia, luminescéncia,
fluorescéncia resolvida no tempo e Alfa. Além do excelente desempenho em todas
as aplicacoes, ele oferece uma ampla selecao de recursos automaticos para ajudar
0 usuario a economizar tempo e reduzir erros comuns no laboratorio.

e O leitor de microplacas Varioskan Lux € um instrumento modular e atualizavel que
oferece excelente usabilidade em uma variedade de aplicacdes.

e Até cinco tecnologias de medigdo: Absorvancia (UV-Vis),

fluorescéncia

(incl. FRET), luminescéncia (direta e
AlphaScreen/AlphaLISA e fluorescéncia resolvida no tempo (incl. TR-FRET/hTRF);
o Leitura optica de filtro e monocromador;

o Varredura espectral para otimizacéo do ensaio;

intensidade de
filtrada),
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Cinco modos de medigéo, incluindo ponto final, cinético, espectro, espectro cinético
e multiponto;

Mdédulo de controle de gés integrado para definir as concentracdes de CO:z e Oz
para ensaios baseados em células;

Dispensacao e medicdo simultidneas para monitoramento de sinal no inicio de uma
reacao;

Selecdo automatica de faixa dindmica, com base na intensidade do sinal de cada
PO¢o;

Controles de seguranca inteligentes projetados para identificar e alertar o usuario
sobre possiveis problemas antes que eles acontecam;

Calibracdo automatizada de instrumentos e autodiagnéstico para desempenho
confiavel;

Leitor compativel com HTRF certificado pela CisBio Bioassays;

DLReady validado pela Promega Corporation;

Varioskan Lux €é equipado com o poderoso e intuitivo software Skanlt,
proporcionando excelente usabilidade e flexibilidade.

4.2. Cuidados ao utilizar o equipamento

Verificar se o equipamento esta ligado na tomada de 220V,

Verificar se os cabos de energia do computador e equipamentos estao
devidamente ligados;

N&o abra a tampa deslizante do dispensador quando o equipamento estiver
ligado a uma fonte de alimentacéo;

N&o abra a porta da camara de medicdo manualmente quando o equipamento
estiver em funcionamento (indicador LED laranja);

N&o force a microplaca caso a mesma nao se adapte na gaveta de placas;

N&o inserir a placa com a tampa na gaveta de placas durante operacao do leitor;
N&o empurre a gaveta de placas para dentro do equipamento manualmente, a
menos que o0 equipamento esteja desligado;

Limpeza de acordo com o procedimento RPT10A-32 - Manutencao preventiva e
limpeza dos equipamentos da RPT10A.

ATENCAO

Os adaptadores de placas sdo utilizados para adaptar placas que possuem
diferentes alturas. Os adaptadores elevam as placas até a altura ideal para
medicao e dispensacgdo. Antes de realizar uma medicéo, verifique se o adaptador
de placas correto estd na gaveta de placas. Verifigue o adaptador com base no
formato de placas que possui (96, 384...) e se permite a utilizacdo de placas com
tampa ou nao.

4.3. Material
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e Adaptadores e microplacas com exterior seco e limpo.

EM SITUACOES DE EMERGENCIA:

e Desligue o equipamento;
e Desligue o equipamento da fonte de alimentagao;
e Nao desmonte o equipamento.

4.4. Principio da utilizacao

e Ligar o computador;
e Ligar o equipamento: o interruptor esta localizado no painel esquerdo do
equipamento;
o Coloque o interruptor na posicao ligada;
e O indicador LED na tampa dianteira do equipamento indica trés estados:
o = aceso e pronto para o funcionamento
o = em funcionamento
o Vermelho =erro
o Se ndo existir qualquer luz, o interruptor de alimentacao esta desligado ou
0 cabo de alimentagao nao foi ligado.

4.4.1. Utilizacao

e Apés iniciar o Windows cligue no software Skanlt. O Software detecta
automaticamente o equipamento.

Skanlt RE 7.0

Figura 2: Software Skanlt
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e O equipamento realiza um conjunto de testes de inicializacdo e ajustes. Assim
como, verificagcbes mecanicas, elétricas e opticas. A luz LED fica durante
esta verificacdo. Quando o equipamento esta pronto para medi¢des, a luz LED

ficard Verde e a gaveta de placas serd aberta para que a placa seja colocada.

Figura 3: Gaveta de placas

e Utilizar a placa sem tampa.
e Os adaptadores de placas sao utilizados para adaptar placas que possuem
diferentes alturas, estes elevam as placas até a altura ideal para medicao.

e Os adaptadores disponiveis sao:

Numero do Adaptador Adaptador de Placas

2 Adaptador de placas de 96 pogos sem tampa
4 Adaptador de placas de 384 pocos sem tampa
80 Adaptador de placas de 6-48 pogos sem tampa
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4.4.2. Iniciando a medigéo

e Em menu aplicagao, clicar no botao “Nova Sessao”:

Skanilt Software 6.1 RE for Microplate Readers

Criar nova sessio Abrir sessao recente

=)

@ Outres

@ Biblioteca da Nuvem

ke Guardar

Nova sessdo
Varigskan LUX

Guardar comao novo

tipos de equipamenta

£ Configurages

Infarmacio

X Sair

Figura 4: Nova sesséo

¢ No Software Skanlt clique no icone: abrir a gaveta de placas (| # ').
e Inserir a placa na gaveta de placas. Checar se a placa estd devidamente

encaixada SEM A TAMPA na gaveta.

e No Software Skanlt cligue no icone: fechar a gaveta de placas ( Eﬂ ), para

iniciar a operagéao de leitura.

Incubadora: Desligar

"} 200°C 0;:-% CO;:-—%
.
FECHAR A ) C ABRIR A
GAVETA GAVETA

Figura 5: Menu iniciar
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Nova sessio” - Skanit Software 6.1 RE for Microplate Readers

(i lac
Fungoes

Limpar Préwisvalizacdo | Adicionar
tudo novo
m Imprimir Placa

Figura 6: Esquema de placa

e Clicar em “Esquema de placas”

e Esquema de placa:

e Selecione o “‘Modelo de placa”.

e Selecione 0 “Tipo de amostra e propriedades da amostra”

Y Modelo de placa: ANSI/SBS Standard, 96-well |l A
kS -
g m Esquema de placas <)} Conteddo da pipets Nome:  Placa 1 Remover |
- = 3
1: | }: Protocolo ; Tipo de amostra: 1 3 B 4 5
8 &l ® 8ranco [
2\ I-H Resultados o il 0
2 o ) Padrdo a
= | 2 2
(=] Relatério 2| O Contolo (|
c
3 () Desconhecido . B
M) Grupos de amostra -
C
D

e Devera ser informado ao software Skanlt quais os pocos serdo medidos (ou

dispensados) e o tipo de amaostras existentes na microplaca.

7z

e A secdo “Conteldo da pipeta” é onde define as propriedades das amostras.
Aparecera o icone de “Pipeta virtual” que permitira adicionar as amostras a placa.

Modelo de placa: ANSI/SES Standard, 96-well Alterar modelo de placa ¥

Conteddo da pipeta MNome: | Placa 1 Remover
Tipo de amostra:

~
v

Conteddo da pipeta (#

1 2 304 316

() Branco
(@) Padrao

() Controlo

EOEO

~ .
Desconhecido

Mome da amostra:

&
@ Automitico () Lista

Prefixe: | Padrdo

[7] Réplicas

[7] Concentracties

[ wtilizar branco especifica
M Grupos de amostra

Figura 7: Modelo de placas
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4.4.3. Definir as amostras na placa

e Selecione os pocos da placa usando “Pipeta virtual” (com o0 seu cursor) para
adicionar as amostras.

e Ao marcar quantas “Réplicas”, também ha opcbes de selecionar em quantas
colunas e linhas onde as amostras encontram-se repetidas.

e Ao marcar “Concentracdes”, a opgao Série corresponde as diluicdes em série do
padrdo, basta colocar a primeira concentracdo diluida e unidade utilizada.
Semelhante a opgéo Controle e Desconhecido (amostra).

e Ao marcar “Valores”, aparecera um campo para anota¢des das concentracdes e
unidade utilizada. Semelhante para a opcéo Controle e Desconhecido (Amostra).

Modelo de placs:  ANSISBS Standard, S6-well Alterar modelo de placa W

Contedds da pipets Marne: | Flaca 1 l Remaver |

Tipo de amosira

™ Branco
B Padric

=
) Controlo

teiida da pipeta (=
BOEC
=

Lon

™) Desconhecida

Mome da amaostra

 Automitico (7} Lista

=]

Prefig: | Padiio

W Répicas

Colinas Lirhag:

:d@x 'H

W Concentragées

.

=]

) Glree ) Valores

Unidade: gl

[ Utilizar branca especin

[ Grupas de amastra

Figura 8: Para adicionar uma série de amostras padrdo (concentracdes de 5, 10, 50, 100 e 500 ug/ml),
com duas réplicas lado a lado, selecione os parametros do contetdo da pipeta, tal
como mostrado abaixo, e adicione as amostras a placa, pintando os pogos com a pipeta virtual
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4.4.4. Definir o protocolo para a placa
e Clique em Protocolo na Arvore da sesséo.

e Selecione a acdo a partir do item “Protocolo”. A agdo aparece na Arvore da
secao.
e Defina os parametros: Comprimento de onda da medigéo, dentre outros.

e Para alterar a ordem do protocolo, clique na acdo que pretende mover depois
na pequena ponta de seta para deslocar para cima ou para baixo.

EI Notas
Esquema de placas

44 Dispensar 1

Arvore da sessdo .

- :'-."_ Agitar 1

— % Fluorescéncia 1
B Eﬂ] Resultados

:_l._ Dispensar 1

" . .
= H’ Fluorescénoa 1

—|=m Relatorio

Figura 9. Para mover a acdo para cima ou para baixo, clique no icone da ponta de seta. Para remover a acao, clique
na marca X.

e O software detecta automaticamente a configuracdo do instrumento e apresenta
apenas as acdes que se encontram disponiveis.

Nova wasdo® - Skaalt Software 6.1 RE for Maoplate Readuns

ﬁ M \"‘I ‘.’ E . ‘[ ‘ﬁ’ \" E‘ &) Ciclo cnético = Agitar ¥ Retivar a placa
—

W Ciclo de pogo M Pausar & lmsenit a placa
Absornvincia  Espetrods  Twhbidimétnco | Fuoesscinoa Espetro de lumunescénoa  Espetro de AlphaScseen FRT  Espetro
abzorvéncis fluorescénaa luminescénaa FRT 8 5elecio de benn 2{_‘\\;1"\44
Fotumetria Froiomeina Lurmspomeine AlphaScaesn | Flugromeiria resobvida ng tempa Controio Acber
Figura 10: O friso Protocolo para adicionar a¢des
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4.4.5. Iniciar uma medicao

 No Software clique no icone: fechar a gaveta de placas ( | = | ), para

iniciar a operacao.

‘4 200°C 0;:—% CO;:i-—%

‘ Q Iniciar ‘

L= =z Jia )

Figura 11: O botéo Iniciar

#5) HTOTOCOI0
LQ ﬁ Absorvancia 1

Resultados
b's Absorvancia 1

=T Relatorio

|
NI
®0e ®

. [§ Varioskan LUX 3020-82028
P 3020-82028

[

| !rﬁ;g?.aﬂora: Dres‘li;a;i;]
‘," 214°¢ 0l

|| Abortar |

Figura 12: Imagem acima se refere ao simbolo que
aparece na tela indicando que o aparelho esté realizando a leitura.

4.4.6. Resultados

e Clique na aba “Resultados “para exportar os dados para a planilha de excel.

e Clique na aba “placa” ou “Lista” para visualizar os resultados.
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ElScsséol x
I T
a : Nome: Placa 1
g I~ E ’ Protocolo
5

e

1 2
; WA Espectro de fluorescéncia 1
[ EH Resultados
L Espectro de fluorescénaia 1
: [}' Relatério

Figura 13. Os resultados da medigéo do espectro fluorométrico com a vista Placa aberta.

o«

[}

o

4.4.6.1 Acdes dos calculos:

m‘ SkyHigh_260_abs.skas - Skanit Software 6.1 RE for Microplate Readers

-‘B i B8 #Xfator de diluigio A e .o  Controlo de quaiidade Y Integraciio de dados
as # e
2 £ 9 Normalizacio 5 % S £ Personalzar farmuls h Grifico
Subtragio Méda, Calculo Curva Classificacio
dobranco SO, CVN  bésxo i Comegdo de percurso | padrlio
Basico Curvas Reducda Processamento femamentas extra

Figura 14: O friso Resultados para adicionar a¢oes

« E possivel realizar calculos diretos no software, como na tabela abaixo:

Accdo Descricé@o
Subtraccio do branco Subtrai o valor médio do branco de todas as amostras.
Meédia, SD, CV% Calcula a média, o desvio padrio (SD) e o coeficiente de

variacio (CV%) das réplicas de amostras.

Calculo basico Execura cilculos simples, tais como subtraccées,

multiplicagées e divisdes.

Factor de diluigao Multiplica os resultados das amostras desconhecidas, através

de factores de diluicio definidos no esquema da placa.

Figura 15: Acdes e descri¢des de calculos
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e Enviar os arquivos contendo os dados brutos por e-mail, assim que terminar as
leituras. Por questfes de seguranca, nunca utilizar pendrive ou CD para salvar
gualquer tipo de arquivo. Os arquivos salvos no computador serdo apagados
mensalmente.

e Fechar o programa, desligar o equipamento e em seguida desligar o computador.

e Em qualquer eventualidade, o técnico devera ser comunicado, para que as
devidas providéncias sejam tomadas.

e Nao alterar nenhuma configuracdo do equipamento sem comunicacao prévia com
0 técnico responsavel.

e O Varioskan Lux estd disponivel com diferentes recursos. Todos 0S recursos
disponiveis estao descritos no manual do equipamento.

e O manual de operacdo do Varioskan Lux consiste em instrucdes de hardware e
instrucdes de software.

5. ANEXOS

IANEXO A
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ANEXO A
CONTROLE DE UTILIZACAO DO EQUIPAMENTO VARIOSKANLUX
FIOCRUZ MINAS
Controle de utilizagio do equipamento VarioskanLux|
Identificagdo Grupo_de Material Horério
Usudrio Nimero da T:;(:::I]a Placa Injetor Quantidade Data Inicio | Término

Fatura

RPT10A-29 Anexo A Rev00
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