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Informacdes gerais
Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

O QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEIVD), a ser utilizado com o instrumento
QIAsymphony SP, foi concebido para realizar o isolamento e a purificagdo automatizados de
ADN de circulagdo livre de células (circulating cell free DNA, ccfDNA) de plasma gerado a partir
de sangue total venoso humano colhido no PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD).

O procedimento de purificagdo é otimizado para utilizagdo com plasma gerado a partir de sangue
total venoso humano colhido nos PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-HVD). Para obter instrugdes
sobre o procedimento de colheita de sangue, consulte as instrucdes de utilizacdo do PAXgene

Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) na pdgina inicial do produto (www.PreAnalytiX.com).

Foram estabelecidos quatro protocolos diferentes para o isolamento automatizado de ADN de
circulacdo livre de células (circulating cell free DNA, ccfDNA) de plasma gerado a partir de sangue
total venoso humano colhido nos PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD). Nas versdes padrdo
podem ser selecionados volumes de entrada da amostra de 2,4 ou 4,8 ml de plasma. Além disso,
os protocolos de manuseamento do tubo primdrio permitem a colocagdo direta do PAXgene Blood
ccfDNA Tube (CE-VD) no instrumento QIAsymphony SP. Os protocolos de manuseamento do tubo
primdrio estdo disponiveis para volumes de entrada da amostra de 2,4 ou 4,0 ml de plasma

(consulte as tabelas nas pdaginas seguintes).

Cada volume de plasma utilizado para a extragdo de ADN de circulacdo livre de células
(circulating cell free DNA, ccfDNA) requer o volume de entrada da amostra relevante, incluindo

o volume morto e o script de protocolo relevante, conforme resumido na Tabela 1.
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Tabela 1. Informages gerais sobre a utilizagdio do QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)

Material de  Plasma humano gerado a partir de sangue total venoso colhido em PAXgene Blood ccfDNA Tubes
amostra (CE-IVD)

Kit QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD), 192, n.° de cat. 768566
Versao do  Versdo 5.0 ou posterior
software
Protocolos Linha do Volume de entrada  Volume de amostra  (Assay Control_) Nome do protocolo
protocolo da amostra utilizado para
(incluindo volume ~ a extracdo de
morto) (ml) ADN de circulagdo

livre de células
(circulating cell free
DNA, ccfDNA) (ml)

Padrdo 2,8 2,4 (ACS_) PAXcircDNA_2400

53 4,8 (ACS_) PAXcircDNA_4800
Manuseamento De acordo com 2,4 (ACS_) PAXcircDNA PrimaryTube_2400
do tubo a ferramenta 4,0 (ACS._) PAXcircDNA PrimaryTube_4000
primdrio de selecao

A preparagdo do plasma pode ser efetuada utilizando (A) o protocolo padrdo de dupla
centrifugagdo ou (B) através do manuseamento do tubo primdrio: processamento direto dos
PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) submetidos uma vez a centrifugagdo Unica no instrumento
QIAsymphony SP.

A) Preparagdio do plasma a partir de sangue para protocolos padréo

Centrifugue o PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) & temperatura ambiente (15-25 °C)
durante 15 minutos a 1600-3000 x g utilizando uma centrifuga de cabeca oscilante
equilibrada. Se for preferivel a travagem, recomenda-se a utilizagdo de um nivel médio de
travagem e este deve ser validado para o seu fluxo de trabalho especifico.

Nota: Para um melhor desempenho com amostras refrigeradas antes da centrifugacdo, deixe

que os tubos se aclimatizem & temperatura ambiente antes de os processar.

Pipete o plasma para um tubo de centrifuga com base cénica de 15 ml (ndo fornecido),

certificando-se de que ndo interfere com a fragdo celular nucleada.

Centrifugue o tubo de centrifuga com base cénica de 15 ml durante 10 minutos & temperatura
ambiente (15-25 °C) a 1600-3000 x g utilizando uma centrifuga equilibrada.

Nota: Ndo exceda a velocidade de centrifugagdo méxima recomendada pelo fabricante do

tubo secunddrio.

Pipete o volume de plasma necessdrio (consulte a secgdo "Volume da amostra" na pdgina 6)
para um tubo com base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm em polistireno, certificando-se de

que ndo inferfere com o pellet de células sanguineas residual, se presente.
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B)

Transfira o tubo com base redonda com a amostra de plasma para o transportador de tubos
e coloque o transportador de tubos na gaveta de entrada da amostra do instrumento
QIAsymphony SP.

Nota: Para um rendimento maximo do ADN de circulagdo livre de células (circulating cell free

DNA, ccfDNA), processe o volume mdaximo de plasma disponivel.

Nota: Previna a formagdo de espuma nas amostras de plasma ou sobre as mesmas. Espuma

ou bolhas de ar em amostras podem levar & pipetagem do volume de amostra errado.

Nota: Apés a colheita e a centrifugagdo do sangue, o plasma pode ser armazenado a 2-8 °C
até 7 dias. Para armazenamento mais prolongado, recomendamos que as aliquotas sejam

congeladas.

Nota: Quando forem utilizadas amostras de plasma previamente armazenadas (por exemplo,
armazenadas a 2-8 °C ou congeladas a -20 ou -70 °C/-80 °C), estas devem ser aclimatizadas

a temperatura ambiente (15-25 °C) antes de iniciar a execucdo.

Preparagdo do plasma a partir de sangue para manuseamento do tubo primdrio no instrumento
QlAsymphony SP

. Centrifugue o PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) & temperatura ambiente (15-25 °C)

durante 15 min a 3000 x g utilizando uma centrifuga de cabeca oscilante equilibrada. Se for
preferivel a travagem, recomenda-se a utilizagdo de um nivel médio de travagem e este deve

ser validado para o seu fluxo de trabalho especifico.

Nota: Para um melhor desempenho com amostras refrigeradas antes da centrifugagdo, deixe

que os tubos se aclimatizem & temperatura ambiente antes de os processar.

. Quantifique o volume de plasma em cada tubo apés a remogdo da cabega da centrifuga

utilizando a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool fornecida como
conteido de kit (Figura 1). Apds a remogdo do tubo da centrifuga, a seta verde-azulada na
ferramenta é alinhada com a interface plasma/células. As linhas azuis indicam se o nivel de
plasma é suficiente para o protocolo de manuseamento do tubo primério de 2,4 ou 4,0 ml.
E necessdria uma altura minima de 2,3 cm da coluna de plasma para o protocolo de 2,4 ml

e é necessdrio um minimo de 3,4 cm para o protocolo de 4,0 ml.
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A QIAGEN / BD Company
Determine o protocolo ideal para processar os

PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD)
diretamente no instrumento QlAsymphony SP

Se acima desta linha, utilize o protocolo para 4,0 ml de plasma

Se acima desa linha, utilize o protocolo para 2,4 ml de plasma

Se o volume de plasma se encontrar abaixo da linha azul
acima, utilize o protocolo com a transferéncia de plasma
para o tubo secunddrio

Alinha a seta com a interface plasma/células

O volume de fracdo celular
varia entre amostras

Figura 1. Determinagdo do volume de plasma utilizando a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool (serve
apenas para efeitos de ilustracdio, ndio imprima pois o tamanho real é diferente — néo utilize com amostras).

Nota: Caso néo tenha ocorrido uma clara separacdo do plasma e da fragdo celular ou caso
as fases tenham sido acidentalmente misturadas apés a remogdo da centrifuga, a centrifugacdo

deve ser repetida.

3. Remova a Hemogard Closure Cap dos PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-VD) antes da
colocacdo no instrumento QlAsymphony SP para extracdo direta do ADN de circulagéo livre
de células (circulating cell free DNA, ccfDNA).

4. Coloque os PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-VD) abertos contendo plasma suficiente no

transportador de tubos e coloque o transportador de tubos na gaveta de entrada da amostra

do instrumento QIAsymphony SP.
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Volume da amostra

Para se certificar de que no fluxo de trabalho habitual séo transferidos 2,4 ml (protocolo
PAXcircDNA_2400) e 4,8 ml de amostra (protocolo PAXcircDNA_4800) pelo instrumento,
é necessdrio um volume morte de 0,4 e 0,5 ml respetivamente, o que significa que devem ser
fornecidos no minimo 2,8 e 5,3 ml de entrada da amostra. Caso estejam disponiveis volumes de
plasma inferiores a 2,8 ou 5,3 ml, o modo Less Sample (Menos amostra) como parte integrante da
func@o de protocolo permite a transferéncia de volumes de plasma inferiores aos listados. Neste
caso, é transferida menos amostra pelo instrumento e o volume transferido é documentado no
ficheiro de resultados. Além disso, as respetivas amostras séo sinalizadas como ambiguas (cédigo
de erro 140043, modo Enable Less Sample [Ativar menos amostra]). Os volumes de entrada de
plasma minimos para ativar o modo Less Sample (Menos amostra) sdo 1,6 ml (protocolo
PAXcircDNA 2400) e 4,1 ml (protocolo PAXcircDNA 4800). Se for fornecido um volume inferior
de amostra, as amostras ndo serdo processadas e serdo sinalizadas como invélidas. Para o fluxo
de trabalho de manuseamento do tubo primdrio, é assegurado o volume de amostra adequado
utilizando a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool fornecida como conteddo
de um kit e descrita na seccdo "B) Preparagdo do plasma a partir de sangue para manuseamento

do tubo primdrio no instrumento QlAsymphony SP" na pdgina 4.

Gaveta "Sample" (Amostra)

Tabela 2. Informagdes para a configuragéo da gaveta "sample" (amostra). *

Tipo de amostra Plasma humano gerado a partir de sangue total venoso colhido em PAXgene Blood ccfDNA
Tubes (CE-IVD)

Volume de entrada 2,8 ml (PAXcircDNA_2400);

da amostra 5,3 ml (PAXcircDNA_4800)

(incluindo

Consulte a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool
(PAXcircDNA_PrimaryTube_2400)

Consulte a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool
(PAXcircDNA_PrimaryTube_4000)

Tubos de amostra PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) de 10 ml, 16 x 100 mm, (BD™, n.° de cat. 768165)

primdrios

volume morto)

Tubos de amostra Tubos com base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm em polistireno (Corning®, n.° de cat. 352051)
secunddrios

Introdutores n/a

Outro Proteinase K necessdria em tubos com base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm em polistireno

(Corning, n.° de cat. 352051); utilize apenas as posicdes 1 e 2 do transportador de tubos
(para a ranhura A)

* Consulte também a Lista de materiais de laboratério disponivel no separador Product Resources (Recursos do produto)
em www.giagen.com.
n/a, ndo aplicével.
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Tubos de amostras para o transportador de tubos

Tabela 3. Informagdes para a configuragéo do transportador de tubos*

Nome no  Fornecedor Material Exemplo de Introdutor  PAXcirc PAXcirc PAXcircDNA_  PAXcircDNA _
ecrd tatil n.°de DNA_ DNA_ PrimaryTube_ PrimaryTube_
catélogo 2400 4800 2400 4000

BD Corning! 14 ml 352051 Nao é 2,8 mlt 5,3 ml* n/a n/a
#352051 Falcon® necessdrio
FalconPP polyztyrene introdutor 1.6 mis 41 mls
17 x 100 round-

bottom (modo (modo

tube Enable Less  Enable Less

17 x 100 Sample Sample

mm [Ativar [Ativar

menos menos
amostral]) amostral)

BD BD 10 ml 768165 Néo é n/a n/a Consulte a PAXgene Blood
#768165 PAXgene necessdrio ccfDNA Purification Protocol
PAXgene Blood introdutor Selection Tool
CCFDN A CCfDNA
16 x 100 Tube (CE-

VD)

16 x 100

mm

*

www.giagen.com.

t Previamente fornecido pela BD.

Consulte também a Lista de materiais de laboratério disponivel no separador Product Resources (Recursos do produto) em

¥ Volume de amostra minimo necessdrio por amostra, por protocolo (incluindo volume morto); detecdo de codgulo é possivel.
8 Volume minimo de amostra reduzido utilizando o modo Enable Less Sample (Ativar menos amostra). O modo Enable Less

Sample (Ativar menos amostral) foi concebido para utilizar todo o liquido disponivel em combinagdo com a detecdo de nivel

liquido e a defecdo de codgulos. O modo Enable Less Sample (Ativar menos amostra) resulta na sinalizagdo de amostras

como ambiguas.
n/a, ndo aplicavel.

Gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis)

Posicdio Al e/ou A2
Posi¢Go B1

Suporte de pontas 1-17

Suporte de caixa de unidades 1-4

Cartucho de reagentes

n/a

Pontas com filtro descartéveis, 200 pl ou 1500 pl

Caixas de unidades contendo cartuchos de preparagdo de
amostras ou 8-Rod Covers

n/a = ndo aplicavel.

Gaveta “Waste” (Residuos)

Suporte de caixa de unidades 1-4
Suporte de saco de residuos

Suporte do frasco de residuos liquidos

Caixas de unidades vazias

Saco de residuos

Frasco de residuos liquidos vazio
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Gaveta “Eluate” (Eluato)

Exemplo de

Adaptador na ranhura

Fornecedor  Material n.° de catdlogo  Categoria Nome no ecrd tétil de elvicgo 1 (arrefecida)
QIAGEN Elution Fornecidos Pogo profundo QIA#19588* EMIR  Elution Microtube Rack QS
Microtubes com o kit
CL96 (19588)
Eppendorf® 1.5 mIDNA  0030108.051 Tube,1,5 ml EP#0030108.051**  Snap-Cap Microtube
LoBind® Tube T1.5 Snap Cap
Sarstedt® 1.5 ml 72607 Tube, 1.5 ml/ SAR#72.607* Microtube Screw Cap QS
Microtube, PP, Tube, 1.5 ml T1.5 Screw/
non-skirted Adapter V1 SAR#72.607**
(no BC) T1.5 Screw
Sarstedt 2.0 ml 72693 Tube 2.0 ml/ SAR#72.693* Microtube Screw Cap QS
Microtube, PP, Tube_2.0ml T2.0 Screw
non-skirted AdapterV1
(no BC)
Starlab® 1.5ml E1415-2231 Tube, 1.5 ml/ SL#E1415-2231* Microtube Screw Cap QS,
Microtube, Tube_1.5ml T1.5 Screw 24-wells, n.° de cat. 9020674
graduated AdapterV1 (ranhura de arrefecimento 1)
conical tube, (no BC)
non-skirted
SL#E1415-2231** Microtube Screw Cap QS
T1.5 Screw (ranhura de arrefecimento 1)
SL#E1415-2231 1.5/2.0 ml QS (ranhuras
T1.5 Screw sem arrefecimento 2-4)

* Indica o material de laboratério que pode ser arrefecido com um adaptador de arrefecimento com cédigo de barras

(transferivel e utilizavel no QlAsymphony AS).

**Indica o material de laboratério que pode ser arrefecido com um adaptador de arrefecimento sem cédigo de barras
(n&o transferivel e ndo utilizdvel no QIAsymphony AS).
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Material de pléstico necessério

Material de pldstico PAXcircDNA_2400 PAXcircDNA_4800
PAXcircDNA PrimaryTube_2400 PAXcircDNA PrimaryTube_4000
Um lote, Dois lotes, Um lote, Dois lotes,
24 amostras* 48 amostras* 24 amostras* 48 amostras*
Disposable filter-tips, 24 48 24 48
200 pltt
Disposable filter-tips, 64 128 104 200
1500 plt*
Sample prep 15 30 18 36
cartridges®
8-Rod Covers! 3 6 3 6
Trés lotes, Quatro lotes, Trés lotes, Quaitro lotes,
72 amostras* 96 amostras* 72 amostras* 96 amostras*
Disposable filter-tips, 72 96 72 96
200 plt*
Disposable filter-tips, 192 256 296 392
1500 plf*
Sample prep 45 60 54 72
cartridges®
8-Rod Covers' 9 12 9 12

*

A utilizagdo de menos de 24 amostras por lote diminui o nimero de pontas com filtro descartéveis necessdrias por ensaio.
A realizagdio de mais do que uma inventariagdio requer pontas com filtro descartéveis adicionais.

Estdio disponiveis 32 pontas com filtro/suporte de pontas com filtro.

O nomero de pontas com filiro necessarias inclui pontas com filtro para 1 inventariagéo por cartucho de reagentes.

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

Estdo disponiveis doze mangas de 8-Rod Covers/caixa de unidades.

- @ e

Nota: O nimero de pontas com filtro fornecido pode diferir dos nimeros apresentados no ecrd tétil,

dependendo das definicdes. Recomendamos o carregamento do nimero mdximo possivel de pontas.

Volume de eluicdo

Volume de eluigdo selecionado (pl)* Volume de eluicgo inicial (pl)t

60 75

* Este é o volume acessivel minimo de eluato no tubo de eluicdo final para QIAGEN EMT rack (n.° de cat. 19588) e 1,5 ml
Sarstedt screw cap tubes (n.° de cat. no 72 607). Em casos especificos, o volume de eluato final para amostras individuais

pode ter até menos 5 pl.
T O volume inicial de tampdo de elui¢do necessdrio para assegurar que o volume real de eluato é igual ao volume selecionado.
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Preparacdo de Proteinase K na posicdo 1 (e, se necessdrio, na posicéo 2)
da ranhura A

O QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) contém uma solucdo de Proteinase K pronta
a utilizar. A Proteinase K pode ser conservada & temperatura ambiente (15-25 °C). Para
armazenamento por um periodo de tempo prolongado, sugerimos manter os frascos de enzimas

com Proteinase K a 2-8 °C.

Nomero de amostra PAXcircDNA_2400/PAXcircDNA PAXcircDNA_4800/PAXcircDNA
PrimaryTube_2400* PrimaryTube_4000*

8 1980 pl 2860

24 3740 6380

48 6380 11660 plt

96 11660 ylt 23320 plt

* Para cada amostra, sGo necessdrios 110 pl (para 2400 pl de plasma) ou 220 pl (para 4800/4000 pl de plasma), mais um
volume morto adicional de 1100 pl [(n x 110 ou 220 pl) + 1100 pl].

1 Se forem necessdrios mais do que 11,660 pl, utilize um segundo tubo (Corning, n.° de cat. 352051). Para o segundo tubo,
é necessdrio utilizar um volume morto adicional de 1100 pl.

Nota: Os tubos que contém Proteinase K sdo colocados num transportador de tubos.

O transportador de tubos que contém Proteinase K deve ser colocado nas posicdes 1 e 2 na

ranhura A da gaveta "Sample" (Amostra). Recomendamos a utilizacdo de tubos com base redonda

de 14 ml, 17 x 100 mm em polistireno (Corning, n.° de cat. 352051) para Proteinase K.
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Histérico de revisoes

Data Alteracdes
R1, 04/2021 Versdo inicial.
R2, 04-2021 Substituicdo de "(CE 0123)" em texto de formato normal

pelo de conformidade com os requisitos de concegdo do
RDIV, Anexo X

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e isencdes de responsabilidade especificas
do produto, consulte o respetivo manual do utilizador ou o manual do kit QIAGEN. Os manuais
do utilizador e os manuais do kit QIAGEN estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser

solicitados aos Servicos de Assisténcia da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAamp®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); PAXgene® (PreAnalytiX GmbH); BD™ (Becton Dickinson and Company); Corning®, Falcon® (Corning, Inc.); Eppendorf®,
LoBind® (Eppendorf AG); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.); Starlab® (Starlab International GmbH). Os nomes registados, as marcas comerciais etc. utilizados neste documento, mesmo quando ndo assinalados como tal,
ndo devem ser considerados como néo protegidos por lei.

04/2021 HB-2866-501-002 © 2021 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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