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Ochranné znamky: PAXgene®, PreAnalytiX® (PreAnalytiX GmbH); QIAGEN®, QIAcube®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Corning® Falcon® (Corning, Inc.);
Eppendorf® (Eppendorf AG); SpeedVac® (Thermo Fisher Scientific alebo jej dcérske spolo¢nosti). Registrované nazvy, ochranné znamky atd., pouzité v tomto
dokumente sa nesmu povazovat za znamky nechranené podla zakona, i ked neboli ako také oznaéené prislusnym symbolom.

Obmedzena licenéna zmluva pre stpravu QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Pouzitie tohto produktu predstavuje sthlas kupujiceho alebo pouzivatela tohto produktu s nasledovnymi podmienkami:

1. Produkt sa mdze pouzivat vyluéne v stlade s protokolmi poskytovanymi spolu s produktom a touto priru¢kou, a mdze sa pouzivat vyluéne s komponentmi
obsiahnutymi v panelmi. Spolo¢nost PreAnalytiX® neudeluje Ziadnu licenciu v rdmci Ziadneho zo svojich prav na ochranu dusevného vlastnictva na pouzivanie alebo
spajanie komponentov tohto panela s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria sucast tejto sipravy s vynimkou ustanoveni uvadzanych v protokoloch dodavanych
spolu s produktom, tejto prirucke a v dalich protokoloch, ktoré si dostupné na adrese www.giagen.com a www.PreAnalytiX.com.

2. Iné neZ vyslovne uvedené licencie — spolo¢nost PreAnalytiX neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tento panel a/alebo jeho pouZitie neporusi prava tretich stran.
3. Tento panel a jeho komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmu sa opétovne pouzivat, opravovat ani predavat.
4. Spoloénost PreAnalytiX sa Specificky zrieka vSetkych ostatnych vyslovnych alebo implicitnych licencii okrem tych, ktoré si tu vyslovne uvedené.

5. Kupujlci a pouzivatel tohto panela suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoZnia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest' k akymkolvek
¢ginnostiam, ktoré si zakazané vyssie, alebo k nim napomahat. Spolo¢nost PreAnalytiX méze uplatiiovat prislusné zakazy uvadzané v tejto obmedzenej licencnej
zmluve pred akymkolvek sidom a bude pozadovat vSetky naklady na vysetrovanie a sidne konania (vratane nékladov na pravne zastupovanie) pri kazdom takomto
kroku s cielom uplatnit’ ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo prav dusevného viastnictva suvisiacich s panelom a/alebo jeho komponentmi.

Aktualizované licen¢né podmienky najdete na adrese www.giagen.com a www.PreAnalytiX.com.
HB-2866-001 1123518 © 2021 PreAnalytiX GmbH, vSetky prava vyhradené.
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Ugel pouzitia

Suprava QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) na pouzitie s pristrojom
QlAsymphony SP je ur€ena na automatizovanu izolaciu a purifikaciu cirkulujucej
bezbunkovej DNA (circulating cell-free DNA, ccfDNA) z plazmy vytvorenej z neupravenej
venoznej fudskej krvi odobratej do skimavky PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD).

Suprava QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) vyuziva technologiu

magnetickych ¢astic na automatizované izolovanie a purifikaciu ccfDNA z ludskej plazmy.

Suprava QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) je uréena na diagnostické
pouZitie in vitro a na pouzitie profesionalnymi pouzivatelmi, ako su napriklad technici a lekari,
ktori s vzdelani v oblasti technik molekularnej biologie.

rvpn 4 a4 ]
Zamyslany pouzivatel
Tato suprava je ur€ena na profesionalne pouzitie.

Vyrobok smu pouzivat iba pracovnici Specialne pouceni a vyskoleni v technikach

molekularnej biolégie, ktori si oboznameni s touto technolégiou.
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Popis a princip
Suhrn a vysvetlenie

Cirkulujuca bezbunkova DNA (circulating cell-free DNA, ccfDNA) je v plazme pritomna zvy€ajne
ako kratke fragmenty (< 1000 bp). Koncentracia ccfDNA v plazme je zvy€ajne nizka (mbze
dosahovat' hodnoty od 1do 100 ng/ml) a vyrazne medzi jednotlivcami koliSe. Skumavka
PreAnalytiX PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) s oznaenim CE v kombinacii so supravou
QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) pozostava zo Standardizovaného
pracovného postupu na odber, skladovanie a prepravu krvi, stabilizacie DNA v uzatvorenej
skiimavke a naslednej izolacii a purifikacii ccfDNA z fudskej plazmy pomocou pristroja QIAGEN®
QIAsymphony SP.

Su dostupné protokoly na pristroji QIAsymphony SP na extrakciu ccfDNA z 2,4 a 4,8 ml
plazmy vygenerovanej zo skimaviek PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) pomocou
dvojitej centrifugacie. Plazma sa prenesie a spracuje v sekundarnej skimavke na pristroji
QIAsymphony SP.

Pripadne su dostupné primarne protokoly pre manipulaciu so skimavkou na pristroji
QIAsymphony SP pre vstup plazmy v objeme 2,4 a 4 ml. V tomto pripade nie je potrebny

krok so sekundarnou centrifugaciou alebo prenosom plazmy do sekundarnej skimavky.

Technolégia magnetickych c&asti supravy QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
umoznuje purifikaciu vysokokvalitnej ccfDNA, ktora je bez bielkovin, nukleaz a inych
necistot. Pristroj QIAsymphony SP vykonava vSetky kroky procedury Cistenia. V jednom
cykle sa spracuje az 96 vzoriek v davkach po 24 kusov. Na izolovanie genémovej DNA
(gDNA) z bunkovej frakcie s jadrom z krvi odobranej do skimaviek PAXgene Blood ccfDNA
Tubes (CE-IVD) na pristroji QlIAsymphony SP si precitajte pokyny uvedené v navode na
pouzitie skiimavky PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) (www.PreAnalytiX.com).
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Principy postupu

Pristroj QIAsymphony SP kombinuje rychlost a uc¢innost purifikacie nukleovych kyselin na
baze vymeny aniénov s pohodinou manipulaciou s magnetickymi ¢asticami (obrazok 1).
Procedura Cdistenia je navrhnuta tak, aby zabezpedlila bezpednu a reprodukovatelnu
manipulaciu s potencialne infekénymi vzorkami, a zahffa 3 kroky: viazanie, premytie a elucia
(obrazok 2). Pouzivatelia si mézu zvolit medzi roznymi vstupnymi objemami vzorky.

Magneticka ty¢ Magneticka ty¢
Kryt ty¢e

Reagencia 1l a Pomalym pohybom Prenos Rychlym pohybom Reagencia 2 a

magnetické hore a dole krytu ty6e nahora  magnetické ¢astice
Castice zhromazdite nadol uvolnite
magnetické Castice magnetické Castice
Jamka 1 ——48 —— —— Jamka 2

Obréazok 1. Schematicky nakres principu pristroja QIAsymphony SP. Pristroj QIAsymphony SP pracuje vzorku
obsahujucu magnetické Castice nasledovne: magneticky ty¢ chranena krytom tye vojde do jamky, v ktorej sa
nachadza vzorka, a pritiahne magnetické Castice. Kryt magnetickej ty¢e je umiestneny nad dalSou jamkou a
magnetické Castice su uvolnené. Tieto kroky sa po€as spracovania vzorky niekolkokrat opakuju. Pristroj QIAsymphony
SP pouziva magneticku hlavicu so stpravou 24 magnetickych ty¢i, a moze preto sucasne spracovavat az 24 vzoriek.
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Saprava QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Vzorka plazmy plus vazbovy
pufer proteindzy Proteinase
K a magnetické Castice sa
preniesli do kazety na
pripravu vzorky

DNA sa naviaze na
magnetické Castice

Magneticka separacia

Premytie

Magneticka separéacia

Eltcia

Cista, vysokokvalitna ccfDNA

Obréazok 2. Kroky na extrahovanie ccfDNA pomocou slUpravy QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
(CE-IVD). Fragmenty ccfDNA sa izoluju z plazmy vygenerovanej z ludskej ven6znej plnej krvi odobratej do skimavky
PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD). Poc¢as prvého kroku spracovania sa proteiny plazmy digestuju pomocou
proteinazy Proteinase K, zatial ¢o ccfDNA sa naviaze na povrch magnetickych ¢astic. Tri kroky umyvania zaru€uju
odstranenie kontaminantov. Nakoniec sa ccfDNA eluuje z magnetickych astic a je pripravena na pouzitie v dalSich
procesoch.
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Dodavané materialy

Obsah supravy

Suprava QIAsymphony PAXgene
Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)

Purification Protocol
Selection Tool

purifikaéného protokolu
PAXgene Blood ccfDNA

(192)
Katalégové ¢. 768566
. 192
Pocet reakcii
Skratka Identita MnoZstvo Aktivne zlozky Koncentréacia [%]**
RC Reagent cartridge** 2 Neiodnovy Cistiaci 20,5 - <10 [wiw]
(Reagencna kazeta) prostriedok Nehodi sa
Magneticka castica s
vymenou aniénov 20,05 -<0,1 [w/w]
NaOH 270 - <90 [v/v]
Etanol
PROTK Proteinase K 5x 10 ml Proteinase K 21 -<3 % [wiw]
(Proteinaza K)*
PL Piercing lid 2 — Nehodi sa
(Dierovacie vie€ko)
RSS Reuse Seal Set 2 — Nehodi sa
(Suprava tesneni na
opakované pouzitie)*
Elution Microtubes CL, 2 — Nehodi sa
racked (Elution
Microtubes CL,
v stojane)”
Caps for Elution 1x(55x8) — Nehodi sa
Microtubes (Uzavery na
eluéné mikroskdmavky)*
Navod na pouzitie 1 — Nehodi sa
(Prirucka)
Nastroj na vyber 1 — Nehodi sa

* QObsahuje azid sodny ako konzervaénu latku.
T Pozri stranu 34 so zoznamom symbolov a definicii.
* Suprava Reuse Seal Set obsahuje 8 tesniacich pasikov na opakované pouzitie.

# Dostupné tiez samostatne, pozri Informécie o objednavani.
** Maximalna koncentracia v jednej jamke.
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Pri praci s chemikaliami a biologickymi vzorkami vzdy dodrziavajte univerzalne preventivne
opatrenia a noste vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare podlia
zasad a postupov vasho pracoviska. Viac informacii najdete na prisluSnych kartach

bezpe&nostnych tdajov (KBU), ktoré st k dispozicii u dodavatela produktov.

Overte, €i boli zariadenia skontrolované a kalibrované podla odporucani vyrobcu.

Sample Prep Cartridges, 8-well (QIAGEN, kat. &. 997002)

® 8-Rod Covers (QIAGEN, kat. &. 997004)

e Filter-Tips, 200 pl and 1500 pl (QIAGEN, kat. €. 990332 a 997024 v tomto poradi)
® Tip Disposal Bags (QIAGEN, kat. ¢. 9013395)

® PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) (PreAnalytiX, kat. €. 768165)

® Skumavky na vzorky. Kompatibilné primarne a sekundarne forméaty skimaviek najdete
v zozname laboratérneho vybavenia, ktory sa nachadza v karte zdrojov vyrobku na

strane vyrobku na adrese www.qgiagen.com.

e Kompatibilné formaty elu¢nych skimaviek najdete v zozname laboratérneho vybavenia,
ktory sa nachddza v karte zdrojov vyrobku na strane vyrobku na adrese

www.giagen.com.

Zariadenie*

® Pipeta (5 ml)
® QIAsymphony SP instrument (QIAGEN, kat. ¢. 9001297)

* Pred pouzitim zabezpecte, aby sa pristroje skontrolovali a nakalibrovali podla odporuacani vyrobcu.
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Varovania a preventivne opatrenia

Na diagnostické pouzitie in vitro
Pred pouzitim supravy si dékladne precitajte vSetky pokyny.

V pripade zakaznikov z Eurdpskej Unie vezmite na vedomie, Ze mézZete byt poZiadani, aby
ste nahlasili vyrobcovi a kompetentnému organu ¢lenského Statu, ku ktorému pouzivatel
a/alebo pacient prinalezi, vazne incidenty, ktoré vznikli v stvislosti s pomockou.

Bezpecénostné informacie

Pri praci s chemikaliami a biologickymi vzorkami vzdy dodrziavajte univerzalne preventivne
opatrenia a noste vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare podla
zasad a postupov vasho pracoviska. Dalsie informéacie najdete v prislusnych kartach
bezpeénostnych Gdajov (KBU). Tieto materialy su k dispozicii online vo formate PDF na
adrese www.giagen.com/safety, kde méZete vyhladat, zobrazit a vytlagit KBU pre
jednotlivé supravy PreAnalytiX a ich sucasti.

o VSetky chemikalie a biologické materidly su potencidlne nebezpecné. Vzorky su
potencialne infekéné a musi sa s nimi zaobchadzat ako s biologicky nebezpeénymi
materialmi.

® Odpad vzoriek a testov likvidujte podla miestnych bezpec&nostnych postupov.
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Preventivne opatrenia

Pufre v reagencnej kazete (RC) obsahuji azid sodny. Ak ddjde k rozliatiu pufrov stpravy,

vycistite ho vhodnym laboratérnym gistiacim prostriedkom a vodou. Ak rozliata kvapalina

obsahuje potencialne infekéné Cinidla, vycistite postihnuté miesto najskér laboratéornym

Cistiacim prostriedkom a vodou a potom 1 % (v/v) chlérnanom sodnym (bielidlo).

Na sucasti supravy QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit sa vztahuju nasledujuce

bezpecnostné vyhlasenia a preventivne opatrenia.

12

MBS3

Proteinase K

Obsahuje: Azid sodny. Varovanie! Méze byt Skodlivy pri poziti. Noste
ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvére.

Obsahuje: Proteindzu Proteinase K. Nebezpecenstvo! Spésobuje
mierne podrazdenie pokozky. Pri vdychnuti mdéze vyvolat alergiu
alebo priznaky astmy alebo dychacie taZkosti Vyhnite sa
vdychovaniu prachu/dymu/plynu/oparu/par/aerosolov. Noste
ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.
Pouzivajte respira¢nu ochranu. Po expozicii alebo podozreni z nej:
Volajte narodné toxikologické informacné centrum alebo lekara.
Preneste postihnutého na Cerstvy vzduch a ponechajte ho v pokoji v
polohe pohodinej na dychanie.
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QSE2

QSW9

O&

Obsahuje: Hydroxid sodny. Nebezpecenstvo! Spodsobuje vazne
poleptanie  koZze a poSkodenie o€i. Obsah/obal zlikvidujte
v schvalenom zariadeni na zber a likvidaciu odpadov. Po zasiahnuti
oc¢i: Opatrne niekolko minut oplachujte vodou. Ak pouzivate
kontaktné SoSovky a ak je to mozné, odstrante ich. Pokracujte vo
vyplachovani. Pri kontakte s pokozkou (alebo vlasmi): VSetky
kontaminované Casti odevu okamzite odstrante/vyzlecte. Pokozku
oplachnite vodou/sprchou. Okamzite volajte narodné toxikologické
informac¢né centrum alebo lekara. Uchovavajte uzamknuté. Noste

ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvére.

Obsahuje: Etanol. Nebezpelenstvo! Velmi horlava kvapalina a
vypary. SpOsobuje zavazné podrazdenie oci. Uchovavajte mimo
dosahu tepla/iskier/otvoreného ohra/horucich povrchov. Nefajcte.
Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu

tvare.
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Skladovanie a manipulacia s reagenciami

Supravu QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) skladujte vzpriamene pri
izbovej teplote (15 — 25 °C). Magnetické Castice v reagencnych kazetach (RC) zostavaju
aktivne, ked sa skladuju pri tomto teplotnom rozsahu.

Poznamka: Stitok na 3katuli sipravy QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)
zobrazuje datum exspiracie supravy. Datum exspiracie plati pre reagenénu kazetu.

Supravu QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) nepouZivajte po datume
exspiracie.

Komponenty supravy

Sapravy QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) obsahuju roztok proteinazy
Proteinase K pripraveny na pouZitie, ktory je mozné skladovat pri izbovej teplote (15 — 25 °C).

Reagenéné kazety neskladujte pri teplotach pod 15 °C.

Otvorené reagencné kazety supravy QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) sa
mézu skladovat priizbovej teplote (15 — 25 °C) po dobu maximalne 4 tyzdne, ktora umoznuje
nékladovo efektivne opatovné pouZitie reagencii a flexibilnejSie spracovanie vzoriek. Ak je
reagenéna kazeta (RC) CiastoCne pouzita, nasadte spat kryt vaniCky obsahujucej
magnetické Castice a reagenénu kazetu (RC) utesnite dodanymi tesniacimi prazkami na
opatovné pouzitie ihned po ukon&eni spracovania protokolu, aby nedoslo k odpareniu.

Aby sa zabranilo odparovaniu reagencie, reagenc¢na kazeta (RC) by mala byt otvorena

maximalne 15 hodin (vratane ¢asov spracovania) pri maximalnej teplote prostredia 32 °C.
Nespravne skladovanie Casti supravy méze viest k rychlejSiemu starnutiu pufrov.
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Spracovanie Sarzi s nizkym poctom vzoriek (< 24) zvy8i Cas otvorenia reagencnej kazety
(RC) aj pozadované objemy pufra, o potencialne znizi celkovy mozny pocet priprav vzoriek
na kazetu.

Zabrante vystaveniu reagenénych kaziet (RC) UV Ziareniu (napr. pouZitie na
dekontaminaciu), pretoze vystavenie méze spdsobit zrychlené starnutie reagencénych kaziet
(RC) a pufrov.

Pozornost by sa mala venovat datumom exspiracie a podmienkam skladovania vytlatenym

na Skatuli a Stitkoch vSetkych komponentov. NepouZivajte exspirované alebo nespravne
skladované komponenty.
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Odber a priprava vzoriek

Postup purifikacie je optimalizovany na pouzitie s plazmou vytvorenou z neupravenej krvi
odobratej do skimaviek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD). Informéacie o odbere krvi,

manipulécii s tymito skimavkami a priprave plazmy najdete v navode na pouzitie skamavky

PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD), ktory sa nachadza na kartdch zdrojov vyrobku

stranok vyrobku na adrese www.giagen.com a www.PreAnalytiX.com v tomto poradi.

Priprava plazmy sa mé0ze vykonat pouzitim (A) Standardného protokolu s dvojitym

odstredenim alebo (B) prostrednictvom manipuldcie s primarnymi skimavkami: priame

spracovanie jednorazovych skimaviek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) s jednym

odstredenim v pristroji QIAsymphony SP.

A) Priprava plazmy z krvi pre Standardné protokoly

1.

16

Odstredujte skumavku PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) pri izbovej teplote
(15-25°C) v trvani 15 mindt pri rychlosti 1600 — 3000 x g (prva centrifugacia) a na
10 minat pri rychlosti 1600 — 3000 x g (druhd centrifugacia) pouZzitim odstredivky
s vyvazenymi vykyvnymi komorami. Ak sa uprednostriuje brzdenie, odpori¢ame pouzivat
strednu Uroven brzdenia, ktora by mala byt schvalena pre vas konkrétny pracovny postup.
Poznamka: Na dosiahnutie ¢o najlepSej vykonnosti pre vzorky uloZzené v chladnic¢ke

pred odstredovanim nechajte skimavky pred spracovanim zohriat na izbovu teplotu.

Pipetujte plazmu do skimavky na odstredovanie s kuzelovym dnom s objemom 15 ml (nie
je sucastou dodavky), pricom davajte pozor, aby ste nenarusili nao¢kovanu bunkovu frakciu.
Centrifiguijte skimavku na odstredovanie s kuzelovym dnom s objemom 15 ml pri izbovej
teplote (15 — 25 °C) pocas 15 minut pri rychlosti 1600 — 3000 x g (prvéa centrifugacia) a na
10 mindt pri rychlosti 1600 — 3000 x g (druh& centrifugécia) pouzitim vyvazenej odstredivky.
Poznamka: Neprekracujte maximalnu rychlost odstredovania odpori€ant vyrobcom

sekundarnych skimaviek.
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4.

B)

Pipetujte poZzadovany objem plazmy (pozrite si €ast ,Objem vzorky" na strane 20) do
polystyrénovej skiimavky s okrdhlym dnom s objemom 14 ml, 17 x 100 mm, pricom
davajte pozor, aby ste nenarusili zvySkovu peletu krvnych buniek, ak je pritomna.

Preneste skimavku s okrahlym dnom s plazmovou vzorkou do nosi¢a na skimavky a

vlozte nosi¢ na skimavky do vstupnej zasuvky na vzorky pristroja QIAsymphony SP.

Poznamka: Na dosiahnutie maximalneho vytazku ccfDNA spracujte maximalny
dostupny objem plazmy.

Poznamka: Zabrarite tvorbe peny v plazmovych vzorkach alebo na nich. Pena alebo
vzduchové bublinky na vzorkach méze spdsobit pipetovanie nespravneho objemu
vzorky.

Poznamka: Po odbere krvi a centrifugacii stabilizuje skimavka PAXgene Blood ccfDNA
Tubes (IVD) ccfDNA (profil ccfDNA) v plazme na teplote 2 — 8 °C na 7 dni pred

spracovanim plazmy. Pri dlh§om skladovani odpori¢ame zmrazenie alikvotnych dielov.

Poznamka: Pri pouZiti predtym uskladnenych plazmovych vzoriek (ulozenych napriklad
pri teplote 2 — 8 °C alebo zmrazenych pri teplote —20 alebo =70 °C/-80 °C) by sa tieto

vzorky mali pred spustenim cyklu homogenizovat na izbovu teplotu (15 — 25 °C).

Priprava plazmy z krvi pre manipuléaciu s primarnymi skamavkami v pristroji
QlAsymphony SP

Odstredujte skumavku PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) pri izbovej teplote
(15 = 25 °C) v trvani 15 minat pri rychlosti 3 000 x g pouzitim odstredivky s vyvazenymi
vykyvnymi komorami. Ak sa uprednostriuje brzdenie, odpori€ame pouzivat strednu

uroven brzdenia, ktora by mala byt schvalena pre vas konkrétny pracovny postup.

Poznamka: Na dosiahnutie o najlepSej vykonnosti pre vzorky ulozené v chladnicke

pred odstredovanim nechajte skumavky pred spracovanim zohriat’ na izbovu teplotu.
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2. Kvantifikujte objem plazmy v kazdej skimavke po vybrati z komory odstredivky pomocou
nastroja na vyber purifikacného protokolu PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol
Selection Tool, ktory je k dispozicii ako su€ast supravy (obrazok 3). Po vybrati skimavky
z odstredivky je Sipka na nastroji zarovnana s rozhranim plazmy/bunky. Modré Ciary
udavaju, €i je uroven plazmy dostato¢na pre protokol manipulacie s primarnymi
skimavkami s objemom 2,4 alebo 4,0 ml. Minimalna vy$ka stipca plazmy 2,3 cm je
potrebna pre protokol 2,4 ml a minimalna vyska 3,4 cm je potrebnd pre protokol 4,0 ml.

= .
¢ PreAnalytiX
A QIAGEN / BD Company
Stanovte optimélny protokol pre
spracovanie skiumaviek PAXgene Blood

ccfDNA Tube (CE-IVD) priamo v pristroji
QIAsymphony SP

Ak je troveri nad touto &iarou, pouzite protokol pre 4,0 ml plazmy

Ak je Uroven nad touto &iarou, pouzite protokol pre 2,4 ml plazmy

Ak je objem plazmy pod modrou Ciarou vyssie, pouzite
protokol s prenosom plazmy do sekundarnej skimavky

Zarovnajte Sipku s rozhranim plazmy/bunky

Objem bunkovej frakcie sa
medzi vzorkami liSi

Obréazok 3. Stanovenie objemu plazmy pomocou nastroja na vyber purifikaéného protokolu PAXgene Blood
ccfDNA Purification Protocol Selection Tool (tento sltzi len nailustraéné ucely, netlacte, pretoze skutoéna
velkost’ sa liSi — nesluzi na pouzitie so vzorkami).

18 Navod na pouzitie supravy (Priru¢ka) QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE IVD)  05/2021



C)

Poznamka: Ak neddjde k jasnému oddeleniu plazmy a bunkovej frakcie alebo sa fazy

neumyselne pomiesali pri vyberani z odstredivky, je potrebné zopakovat odstredovanie.

Odstrante uzaver Hemogard zo skimaviek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) pred
umiestnenim do pristroja QIAsymphony SP na priamu extrakciu ccfDNA.

Poznamka: Pri skladani uzaverov skimaviek a manipulacii s otvorenymi skimavkami
postupujte opatrne, aby ste predisli potencidlnemu riziku vyliatia vzorky, skrizenej
kontaminacie medzi skiimavkami a expozicii krvi.

Umiestnite otvorené skiimavky PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD), ktoré obsahuju
dostato¢né mnozstvo plazmy, do nosi¢a na skimavky a vlozte nosi¢ na skimavky do
vstupnej zasuvky na vzorky pristroja QIAsymphony SP.

Zmrazenie a rozmrazenie vzoriek plazmy spracovanych zo skimavky PAXgene
Blood ccfDNA Tube

Na zmrazenie, prenos plazmy do vhodnych skamaviek (napr. kryoskimavky)

umiestnené vo vhodnom stojane.

Plazmu zmrazte a skladujte pri teplote -20 °C. Na skladovanie pri teplote niz3ej
ako -20 °C zmrazte vzorky plazmy najprv pri teplote -20 °C na minimalne 24 hodin a
potom ich preneste do teploty -70 alebo -80 °C.

Plazmu rozmrazte pri izbovej teplote (15 — 25 °C).

Poznamka: Nerozmrazujte ju pri nizkych teplotach (napr. 4 °C).

Ak sa v plazme vytvoria kryoprecipitaty, premieSajte skimavku po rozmrazeni na
30 sekind vo vortexe a pouzZite postup na izolovanie vzorky ccfDNA v pristroji
QIAsymphony SP bez dalSej tpravy.

Poznamka: Neodporuéa sa centrifigovat plazmu a odstranovat kryoprecipitaty, pretoze

moZu obsahovat ccfDNA.

Poznamka: Aby ste predisli tvorbe kryoprecipitatov, méze sa plazma rozmrazit' pri
teplote 30 °C na 30 minut namiesto izbovej teploty.
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Postup

Overview: Nastroj automatizovanej purifikacie ccfDNA na pristroji
QIAsymphony SP

Vdaka pristroju QlAsymphony SP je automatizovana priprava vzoriek lahka a pohodina.
Vzorky, reagencie a spotrebny material a eluaty st oddelené do réznych zasuviek. Pred
cyklom jednoducho vioZte vzorky, reagencie dodané v Specidlnych kazetach a vopred
zabaleny spotrebny material do prisluSnej zasuvky. Spustite protokol a po spracovani
odstrante purifikovanu ccfDNA zo zasuvky ,Eluate” (Eluat). Pokyny na obsluhu najdete v
pouzivatelskych priru¢kach dodanych s pristrojom.

Poznamka: Volitelna udrzba nie je pre funkciu pristroja povinna, ale dérazne sa odporuca,
aby sa znizilo riziko kontaminacie.

Objem vzorky

Na =zaistenie toho, Ze pri beznom pracovhom postupe sa 2,4 ml (protokol
PAXcircDNA_2400) a 4,8 ml vzorky (protokol PAXcircDNA_4800) prenesie do pristroja, sa
vyZaduje prazdny objem 0,4 resp. 0,5 ml, €o znamena Ze musi byt k dispozicii minimalny
vstupny objem vzorky 2,8 a 5,3 ml. Ak je k dispozicii nizsi objem plazmy nez 2,8 alebo 5,3 ml,
automaticky umozriuje rezim Less Sample mode (ReZim pre menSie vzorky) ako
integrovana funkcia protokolu prenos nizsich objemov vzorky, ako je uvedené. V takomto
pripade sa menej vzorky prenesie pomocou pristroja a preneseny objem sa zdokumentuje
do vysledného suboru. Prislusné vzorky sa navySe oznacia ako nejasné (chybovy kéd
140043, Enable Less Sample mode (Aktivovat reZzim pre menSie vzorky)). Minimalne
vstupné objemy plazmy na aktivaciu rezimu Less Sample mode (Rezim pre menSie vzorky)
su 1,6 ml a 4,1 ml. Vzorky sa nespracuju a budi oznacené ako neplatné, ak sa poskytne
nizSi objem vzorky. Pre pracovny postup manipulacie s primarnymi skimavkami je vhodny
objem vzorky zaisteny pouZzitim nastroja na vyber purifikatného protokolu PAXgene Blood
ccfDNA Purification Protocol Selection Tool, ktory je su€astou supravy (popisany v Casti

.Priprava materialu vzorky" na strane 24).
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NaloZenie reagencnych kaziet do zasuvky ,Reagents and Consumables*
(Reagencie a spotrebny material)

Reagencie na purifikaciu ccfDNA sa nachadzaju v inovativnej reagencnej kazete (RC)
(obrdzok 4). Kazda vanicka reagencnej kazety obsahuje konkrétnu reagenciu, ako su
magnetické &astice, viazaci pufer, premyvaci pufer alebo eluény pufer. Ciastodne pouZité
reagencné kazety je mozné opatovne uzavriet tesniacimi pasikmi na opakované pouzitie na
neskorsie opatovné pouzitie, ¢im sa zabrani tvorbe odpadu v désledku zvyskov reagencii na
konci procesu purifikacie.

Obréazok 4. Reagencna kazeta QlIAsymphony (RC). Reagen¢na kazeta obsahuje vSetky reagencie potrebné na
spracovanie protokolu.

Pred zacatim postupu sa uistite, Ze magnetické Castice su Uplne resuspendované. Vyberte
vanicku s magnetickymi Casticami z rdmu reagenénej kazety, intenzivne ho virivo
pretrepavajte najmenej 3 minuty a pred prvym pouzitim ho viozte spat do ramu reagencnej
kazety.

Poznamka: Magnetické ¢astice m6zu zmenit farbu. Toto nema Ziadny vplyv na ich
vlastnosti.
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Reagenénu kazetu (RC) umiestnite do stojana. Pred prvym pouzitim reagenénej kazety (RC)

polozte prepichovacie vie¢ko na vrch reagenénej kazety (RC) (Obrazok 4).

Poznamka: Dierovacie vie€ko je ostré. Budte opatrni, ked ho ukladate na reagenénu kazetu.
Uistite sa, Ze ste dierovacie vieCko nasadili na reagen¢nu kazetu (RC) v spravnej polohe.

Po odobrati krytu vani¢ky s magnetickymi €asticami sa reagencna kazeta nasledne vlozi do

zasuvky ,Reagents and Consumables” (Reagencie a spotrebny material).

Ciasto¢ne pouzité reagenéné kazety (RC) je mozné skladovat, kym ich opat nebudete
potrebovat’ (pozri ,Skladovanie a manipulacia s reagenciami“ na strane 14).

Poznamka: Musi sa pridat’ proteinaza Proteinase K (pozri ,Postup, ktory sa ma vykonat

pred zagatim“ na strane 26).

Poznamka: Uistite sa, Ze reagencné kazety, vani¢ky s magnetickymi ¢asticami a ffase s
proteindzou Proteinase K sa nezamenia medzi réznymi Sarzami supravy.

NaloZenie plastového vybavenia do zdsuvky ,Reagents and Consumables*
(Reagencie a spotrebny material)

Kazety na pripravu vzoriek, kryty 8-Rod Covers (obidve vopred zabalené v jednotkovych
nadobach) a jednorazové filtracné Spicky (200 pl SpiCky dodavané v modrych zdsobnikoch,
1500 pl Spicky dodavané v Ciernych zasobnikoch) su vlozené do zasuvky ,Reagents and
Consumables” (Reagencie a spotrebny material).

Poznamka: Pred naloZenim jednotkovych nadob do zasuvky ,Reagents and Consumables*

(Reagencie a spotrebny material) sa uistite, Ze su odstranené kryty jednotkovych nadob.

Poznamka: Spiky maju filtre, ktoré zabrariuju krizovej kontamin&cii.

22 Navod na pouzitie supravy (Priru¢ka) QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE IVD)  05/2021



Sloty na stojany na 3pi¢ky na pracovnom stole pristroja QIAsymphony SP je mozZné naplnit
ktorymkolvek typom stojanu na Spicky. Pristroj QIAsymphony SP identifikuje typ Spiciek
nacitanych pocas skenovania inventaru.

Poznamka: Pred zagatim dal$ieho protokolu znovu nenaplifiajte stojany na $picky alebo
jednotkové nadoby pre kazety na pripravku vzoriek alebo kryty 8-Rod Covers. Pristroj
QlIAsymphony SP mdze pouzivat’ CiastoCne pouzité stojany na Spicky a jednotkové nadoby.

Informacie o objednavani plastového vybavenia najdete na strane 37.

Nalozenie zasuvky ,Waste* (Odpad)

Kazety na pripravu vzoriek a kryty 8-Rod Covers pouzité poCas spracovania su opatovne
uloZené v prazdnych jednotkovych nadobéach v zasuvke ,Waste* (Odpad). Uistite sa, ze
zasuvka ,Waste" (Odpad) obsahuje dostatok prazdnych jednotkovych nadob pre plastovy

odpad generovany po¢as spracovania protokolu.

Poznamka: Pred naloZzenim jednotkovych nadob do zasuvky ,Waste* (Odpad) sa
ubezpedte, ze su odstranené kryty jednotkovych nadob. Ak pouzivate boxy krytu 8-Rod
Cover na zber pouzitych kaziet na pripravu vzoriek a kryty 8-Rod Covers, skontrolujte, &i

bola odstranena distan¢na vliozka boxu.

Vrecko na likvidaciu Spiciek s filtrom musia byt pripojené k prednej strane zasuvky ,Waste*
(Odpad).

Poznamka: Pritomnost vrecka na likvidaciu Spi¢iek systém nekontroluje. Pred spustenim
spracovania protokolu sa uistite, Ze vrecko na likvidaciu Spi€iek je spravne pripevnené.
Dalsie informéacie najdete v priruskach pouzivatela dodanych s pristrojom. Po spracovani

maximalne 96 vzoriek vrecko so Spickami vyprazdnite, aby nedoslo k zaseknutiu SpiCiek.
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Odpadova nadoba zhromazduje kvapalny odpad vznikajuci poas procesu purifikacie.
Zasuvku ,Waste” (Odpad) je mozné zatvorit' len vtedy, ak je zasobnik na odpad na svojom
mieste. Kvapalny odpad likvidujte podla miestnych predpisov o bezpeénosti a ochrane
zivotného prostredia. Naplnenu flaSu na odpad nesterilizujte v autoklave. Po spracovani
maximalne 96 vzoriek vyprazdnite flaSu na odpad.

Nalozenie zasuvky ,Eluate” (Eluat)

Nalozte pozadovany elucny stojan do zasuvky ,Eluate” (Eluat). Pretoze dihodobé skladovanie
eluatov v zasuvke ,Eluate” (Eluat) moze viest k odparovaniu eluatov, musi sa pouzivat chladiaca
poloha. Pouzivajte len ,Elution slot 1 (Blok na ellcie 1) s prisluSnym chladiacim adaptérom.

Zvoleny eluény objem (pl)* Pogiatoény eluény objem (ul)*

60 75

* Toto je minimalny dostupny objem eluatu vo vyslednej eluénej skimavke pre stojan QIAGEN EMT (kat. ¢. 19588)
a 1,5 ml skimavky so skrutkovym uzaverom Sarstedt (kat. €. 72.607). V jednotlivych pripadoch méze byt vysledny
eluény objem pre samostatné vzorky maximalne 5 pl.

T Pociatony objem eluéného pufracného roztoku potrebny na zabezpecéenie toho, aby bol skutoény objem eluatu
rovnaky ako zvoleny objem.

Skenovanie inventaru

Pred spustenim spracovania pristroj skontroluje, &i bol do prislusnych zasuviek vlozeny
dostato¢ny spotrebny material pre davku(y) v poradi.

Priprava materialu vzorky

Pozri ¢ast' ,Odber a priprava vzoriek", strana 16.

Skladovanie ccfDNA

Po priprave vzorky sa mézu eluaty ccfDNA uskladnit pri teplote -20 °C alebo -80 °C.
Zmrazené eluaty sa nesmu rozmrazit' viac ako trikrat. NajaktualnejSie informacie o stabilite
ccfDNA v eluatoch najdete na stranke vyrobku na adrese www.giagen.com alebo

www.PreAnalytiX.com.
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Prehlad protokolu

Tabulka 1. PrehlFad protokolu

Vzorka Spracovanie Vstupny objem  Objem vzorky Eluény objem  Protokol
skimavky vzorky (vratane pouzity na (ml) pristroja
PAXgene prazdneho extrakciu QIAsymphony
Blood ccfDNA objemu) (ml) ccfDNA (ml) SP
Tube (CE-IVD)
2x centrifugécia, 28 24 60 PAXcircDNA_
Plazma prenos plagmy_ 2400
vygenerovand dotsekundarnej BTN
z vendznej skamavky 53 4.8 60 4800 -
udskej plnej
krvi odobratej 1x centrifugacia, PAXcircDNA
do skimaviek priame 2,4 60 PrimaryTube_
PAXgene Blood ~ Spracovanie na POdlra " 2400
ccfDNA Tube pristroji zvoleneno .
(CE-IVD) QlAsymphony ~ nastroja [PEYEITEDINA
Sp 4,0 60 PrimaryTube_
4000

Délezité body pred zacatim Cinnosti
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Pocas prace s chemikaliami a biologickymi vzorkami noste vzdy vhodny laboratérny

plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare. Dal$ie informacie najdete v prislugnych

KBU.

Uistite sa, Ze ste oboznameni s ovladanim pristroja QIAsymphony SP. Pokyny na

obsluhu najdete v pouzivatelskych priru¢kach dodanych s pristrojom.

Pred zacatim spracovania si prec€itajte ¢ast ,Principy postupu®.

Nezabudnite sa oboznamit' s protokolovym listom a zoznamom laboratérneho vybavenia

(najdete ich na karte zdrojov vyrobku na stranke vyrobku na adrese www.giagen.com).

Snazte sa zabranit intenzivnemu pretrepavaniu reagencnej kazety, inak by mohlo dojst’

k tvorbe peny, ktora méze viest k problémom s detekciou hladiny kvapaliny.
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® Krv sa musi odobrat do skumaviek PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD;
PreAnalytiX, kat. €. 768165). Pokyny na odber krvi a manipulaciu a spracovanie plazmy
najdete v navode na pouzitie, ktory sa nachadza v karte zdrojov vyrobku na stranke

vyrobku na adrese www.giagen.com alebo www.PreAnalytiX.com v tomto poradi.

Postup, ktory sa ma vykonat pred za€atim

® Pred zac¢atim postupu sa uistite, Ze magnetické €astice su uplne resuspendované. Pred
prvym pouzitim intenzivne virivo premieSavajte vaniCku obsahujucu magnetické Castice
najmenej 3 minuty.

e Uistite sa, Ze dierovacie vieCko nasadené na reagencnej kazete a vieCko vaniCky na
magnetické Castice boli odstranené, alebo ak pouzivate Ciasto€ne pouzitu reagencnu

kazetu, skontrolujte, Ci tesniace pasky na opakované pouzitie boli odstranené.

® Proteindza Proteinase K nie je zahrnutd do reagenénej kazety, ale musi ju zabezpedit
pouzivatel (zasobnik na vzorky, slot A, poloha 1 a/alebo 2). Uistite sa, Ze je dostupny
spravny objem proteinazy Proteinase K.

Suprava QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) obsahuje roztok proteinazy
Proteinase K pripraveny na pouzitie. Proteinaza Proteinase K sa méze skladovat pri izbovej
teplote (15 — 25 °C). Pri dlh§om skladovani odporu¢ame uchovavat enzymatické liekovky s
proteinazou Proteinase K pri teplote 2 — 8 °C.

Pocet vzoriek PAXcircDNA_2400/PAXcircDNA  PAXcircDNA_4800/PAXcircDNA
PrimaryTube_2400* PrimaryTube_4000*

8 1980 pl 2860 pl

24 3740 pl 6380 pl

48 6380 pl 11 660 pI'

96 11 660 plIf 23320 pl*

* Pre kazdu vzorku sa vyZzaduje 110 pl (pre 2400 pl plazmy) alebo 220 pl (pre 4800/4000 pl plazmy) plus dodatocny
prazdny objem 1100 pl [(n x 110 alebo 220 pl) + 1100 pl].

Ak sa vyzaduje viac ako 11 660 pl, pouzite druhd skimavku (Corning, kat. ¢. 352051). Pre druhu skimavku sa
vyzaduje dodato¢ny prazdny objem 1100 pl.

-+
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Poznamka: Skimavky obsahujuce proteindzu Proteinase K suU umiestnené v nosi¢i na
skumavky. Nosi¢ na skumavky s obsahom proteinazy Proteinase K musi byt umiestneny v
poziciach 1 a 2 v slote A zasuvky ,Sample“ (Vzorka). Pre proteinazu Proteinase K odpord¢ame
pouzit’ polystyrénové skimavky s objemom 14 ml, 17 x 100 mm, s okrdhlym dnom (Corning,
kat. €. 352051).

® Ak su vzorky oznacené Ciarovym kédom, orientujte vzorky v drziaku skimaviek tak, aby
boli ¢iarové kody otocené smerom k Citacke Ciarovych kédov na lavej strane pristroja
QIAsymphony SP.

® |Informacie o skumavkach na vzorky a minimalnych objemoch vzoriek, ktoré su
kompatibilné s protokolmi najdete v prisluSnom zozname laboratérneho vybavenia, ktory

sa nachadza v karte zdrojov vyrobku na stranke vyrobku na adrese www.giagen.com.
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Protokol: Nastroj automatizovanej purifikacie ccfDNA na pristroji
QIAsymphony SP

Detailné informéacie pre kazdy protokol vratane objemov a skimaviek si uvedené v

protokolovom liste, ktory najdete v karte zdrojov vyrobku na stranke vyrobku na adrese

www.giagen.com. Na pripravu materialu vzorky (plazma vygenerovana z ludskej vendznej

plnej krvi odobranej do skimavky PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD)), pozri Casti

,Odber a priprava vzoriek" a ,Priprava materialu vzorky“ v tejto prirucke, ako aj navod na

pouzitie skimavky, ktory sa nachadza v karte zdrojov vyrobku stranky vyrobku na adrese

www.giagen.com alebo www.PreAnalytiX.com v tomto poradi.

=

28

Zatvorte vSetky zasuvky a kryt.

Zapnite pristroj QlAsymphony SP a pockajte, kym sa zobrazi obrazovka Sample

Preparation (Priprava vzorky) a kym sa inicializacny postup neskondéi.

Vypina€ sa nachadza v lavom dolnom rohu pristroja QIAsymphony SP.

Prihlaste sa do pristroja.

Nalozte pozadovany eluény stojan do zasuvky ,Eluate” (Eluat).

Nevkladajte 96-jamkovu platni¢ku do ,Elution slot 4 (Blok na elucie 4). Musi sa pouzit
+Elution slot 1" (Blok na elucie 1) s prisluSnym chladiacim adaptérom.

Pri pouziti 96-jamkovej dosti¢ky sa uistite, Ze je spravne orientovana, pretoZe nespravne
umiestnenie mdze spdsobit zamenu vzoriek pri naslednej analyze.

Ak pouzivate stojan Elution Microtubes CL, odstrante spodok oto¢enim stojana, kym sa
spodna Cast neoddeli.

Uistite sa, Ze zasuvka ,Waste" (Odpad) je spravne pripravena a vykonajte kontrolu zasob
zasuvky ,Waste* (Odpad) vratane zfabu na Spi¢ky, stanice na odkladanie Spiciek,
prazdnej nadoby na tekuty odpad a prazdnych jednotkovych nadob. V pripade potreby
vymente vrecko na likvidaciu Spiciek.

Nalozte pozadovanu reagenénu kazetu(y) a spotrebny material do zasuvky ,Reagents
and Consumables” (Reagencie a spotrebny materidl).
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7.

10.

11.
12.

13.

Vykonajte skenovanie inventaru zasuvky ,Reagents and Consumables” (Reagencie a
spotrebny material).
Vlozte vzorky do prisluSného nosi¢a vzoriek a vlozte ich do zasuvky ,Sample” (Vzorka).

Poznamka: Okrem bezného spracovania vratane prenosu plazmy do vhodného nosi¢a
vzoriek (polystyrénova skimavka s okrihlym dnom Falcon® s objemom 14 ml a
rozmermi 17 x 100 mm), umoznuje pracovny postup manipulacie s primarnou
skimavkou PAXgene Blood ccfDNA Tube extrakciu ccfDNA priamo zo skimavky
PAXgene Blood ccfDNA Tube (skimavka s objemom 10 ml PAXgene Blood ccfDNA
Tube (CE-IVD), 16 x 100 mm). Viac informacii o manipulacii s primarnou skimavkou
néajdete v protokolovom liste, zozname laboratdérneho vybavenia a v navode na pouZitie
skdamavky, ktory sa nachadza v karte zdrojov vyrobku na stranke vyrobku na adrese

www.giagen.com alebo www.PreAnalytiX.com v tomto poradi.

Pomocou dotykovej obrazovky zadajte pozadované informacie pre kazdl davku vzoriek
a pre proteinazu Proteinase K, ktoré maju byt spracované.

Zadajte nasledujuce informéacie:

O Informécie o vzorke (v zavislosti od pouzitych stojanov vzoriek vyberte BD #352051
FalconPP 17 x 100 alebo BD_#768165 PAXgene ccfDNA 16 x 100)

O Protokol, ktory sa ma spustit' (,Subor kontroly testu®)

O Eluény objem a vystupna poloha

Po zadani informéacii o davke sa stav zmeni z LOADED (VLOZENY) na QUEUED

(ZARADENY). Po zaradeni jednej $arze sa objavi tla¢idlo Run (Spracovat).

Vlozte proteindzu Proteinase K do prisluSného nosi¢a vzoriek do polohy 1 a 2 a viozte

ich do slotu A zasuvky ,Sample” (Vzorka).

Proteinazu Proteinase K definujte stlacenim tlacidla IC.

StlaCenim tlaCidla Run (Spracovat) spustite postup purifikacie.

VSetky kroky spracovania su plne automatizované. Na konci spracovania protokolu sa
stav davky zmeni z RUNNING (SPRACOVANIE) na COMPLETED (DOKONCENE).
Vyberte eluény stojan obsahujuci purifikovand ccfDNA zo zasuvky ,Eluate* (Eluat).

Potvrdte vybratie eluéného stojana pomocou softvéru pristroja QIAsymphony SP.
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14. ccfDNA je pripravena na pouzitie alebo sa mézu uskladnit’ pri teplote -20 °C alebo -80 °C

15.

16.

17.

18.

30

na az 6 mesiacov.

Spolo¢nost QIAGEN odporuéa vybrat’ zo zasuvky ,Eluate (Eluat) ihned po ukoné&eni
chodu. V zavislosti od teploty a vihkosti mézu elué¢né dosticky, ktoré zostanu v pristroji
QlAsymphony SP po dokon¢eni cyklu podliehat’ kondenzacii alebo odparovaniu.

Pozndmka: Pomocou funkcie chladenia pristroja QIAsymphony SP je mozné jeho
spustenie pocas noci.

Vo vSeobecnosti sa magnetické Castice neprenasaju do eluatov. Ak déjde k prenosu,
neovplyvnia magnetické €astice v eluatoch vacsinu naslednych aplikacii.

Ak sa musia magnetické Castice pred vykonanim naslednych aplikacii odstranit, musia
sa najprv skumavky, alebo platni¢ky obsahujuce eluaty umiestnit na vhodny magnet a
eluaty sa prenesu do Cistej skimavky (pozri ,Priloha: Kvantifikdcia ccfDNA").

Subory s vysledkami sa generuju pre kazdu eluénu platnicku.
Ak je reagen€na kazeta pouzita iba Ciasto¢ne, utesnite ju dodanymi tesniacimi pasikmi
na opakované pouzitie po skonceni spracovania protokolu, aby nedoslo k odpareniu.

Poznamka: DalSie informécie o skladovani Siastogne pouZitych reagenénych kaziet
(RC) najdete v Casti ,Skladovanie a manipulacia s reagenciami®.

Pouzité skumavky na vzorky a odpad likvidujte podla miestnych bezpecnostnych
predpisov.

Pozri ¢ast ,Varovania a preventivne opatrenia“ s bezpecnostnymi informéaciami.
Vycistite pristroj QlAsymphony SP.

Postupujte podla pokynov na udrzbu uvedenych v pouzivatelskych priruckach
dodavanych s pristrojom. Nezabudnite pravidelne Cdistit kryty hrotov, aby ste
minimalizovali riziko krizovej kontaminécie.

Zatvorte zasuvky pristroja a vypnite pristroj QIAsymphony SP.
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Kontrola kvality

V sulade so certifikovanym systémom riadenia kvality QIAGEN ISO je kazdéa Sarza supravy
QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) testovana na zaklade vopred uréenych
Specifikacii, aby bola zaistena konzistentna kvalita produktu.

Obmedzenia

Vykon systému bol uréeny pocas Studii hodnotenia vykonu pri purifikacii ccfDNA z plazmy
vygenerovanej z venoznej fudskej pinej krvi odobratej do skimavky PAXgene Blood ccfDNA
Tube (CE-IVD) boli vypracované Styri rozne protokoly.

Charakteristiky vykonu supravy QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) boli
stanovené pomocou fragmentov 18S ribozomalnej a DYS14 Y-chromozomalnej ccfDNA v
plazme.

Pouzivatel je zodpovedny za overenie vykonu systému pre vSetky postupy pouzivané v jeho
laboratdriu, na ktoré sa nevztahuju hodnotiace Studie vykonnosti QIAGEN a PreAnalytiX.

Aby sa minimalizovalo riziko negativneho vplyvu na diagnostické vysledky, mali by sa pouzit

adekvatne kontroly pre nasledné aplikacie. VSetky ziskané diagnostické vysledky sa musia
interpretovat v spojeni s inymi klinickymi alebo laboratérnymi nalezmi.
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov mdze byt uzitoény pri rieSeni akychkolvek problémov,
ktoré mézu nastat. Kontaktné informacie a zoznam &asto kladenych otazok najdete na
prisludnej stranke vyrobku na adrese www.PreAnalytiX.com alebo www.giagen.com.

Komentare a navrhy

VSeobecna manipulacia

a) Chybové hlasenie zobrazené na Ak sa poc¢as chodu protokolu zobrazi chybové hlasenie, pozrite si

dotykovej obrazovke pouzivatelské priru¢ky dodavané s pristrojom.
b)  Meniaci sa objem eluatu po Na optimalizovanie podporuje stprava QIAsymphony PAXgene
chode pocas noci Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) spracovanie vzoriek po¢as noci tak, ze

eluaty sa na pristroji QlIAsymphony SP schladia. Po¢as obdobi
chladenia sa mdZu objemy eluatov menit' v zavislosti od teploty a
vlhkosti v laboratériu. Ak sa napriklad zvolil objem 60 pl pri teplote
15 — 25 °C a vlhkosti 30 — 60 %, mdze byt objem po 12 hodinach
skladovania na pristroji v rozsahu 50 — 85 pl.

Kryoprecipitaty po rozmrazeni vzoriek plazmy

a) V plazme sa tvoria kryoprecipitdty ~ Aby ste predisli tvorbe kryoprecipitatov, mézZe sa plazma rozmrazit
pri teplote 30 °C na 30 mindt namiesto izbovej teploty.
Nerozmrazujte ju pri nizsich teplotach (napr. 4 °C). Skimavku po
rozmrazeni premiesajte vo vortexe na 30 sekdnd

b)  Nizka vytazok ccfDNA z plazmy Necentrifugujte plazmu a neodstrariujte kryoprecipitaty, pretoze
po odstraneni kryoprecipitatov mozu obsahovat ccfDNA.

Nedostato¢ny objem plazmy zo skiimaviek PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-1VD)
a) Menej ako 10 ml krvi odobranej v Zaistite, aby sa do skiimavky PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-

skimavke PAXgene Blood IVD) odobralo 10 ml krvi. Pre¢itajte si navod na pouzitie skimavky
ccfDNA Tube (CE-IVD) PAXgene Blood ccfDNA Tube.
b)  Vysokéa bunkova frakcionacia Vysoka uroven bunkovej frakcionacie (hematokrit) v fudskej pinej

krvi (napr. vyssia ako 51 % u muzov alebo 47 % u Zien) méze viest
k znizenym objemom plazmy.

c)  Nizky vytazok plazmy po DihSie skladovanie krvi a prepravné ¢asy alebo podmienky
centrifugécii centrifugacie odliSné od Specifikovanych podmienok méze mat vplyv
na vytazky plazmy.

Vniknutie precipitatu cez otvorent reagenénu kazetu (RC) do supravy QlAsymphony PAXgene Blood
ccfDNA Kit (CE-IVD)

a)  Odparovanie pufra Nadmerné odparovanie méze viest k zvySeniu koncentracie soli v
pufroch. Reagenénu kazetu zneSkodnite. Nezabudnite uzavriet
vanicky s puframi ¢iastocne pouzitej reagencnej kazety pomocou
tesniacich pasikov na opakované pouzitie, ak sa nepouzili na
purifikaciu.
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Komentare a navrhy

b)  Skladovanie reagen¢nej kazety

Nizky vytazok z ccfDNA

a) Magnetické ¢astice neboli Uplne
resuspendované

b)  Zanesenie hrotu pipety
nerozpustnym materidlom

c)  Materidl vzorky obsahuje nizku
koncentraciu ccfDNA

d)  NeUplné opatovné zatvorenie
reagencnej kazety

Skladovanie reagen¢nej kazety pod teplotou 15 °C méze viest k
vzniku precipitatov.

Pred zagatim postupu sa uistite, ze magnetické ¢astice su uplne
resuspendované. Pred pouzitim virivo pretrepavajte aspori 3 minuty.
Nekompletna resuspenzia méze viest k chybam pipetovania.

Nerozpustny material nebol zo vzorky odstraneny pred zacatim
procesu purifikacie pristroja QIAsymphony SP.

Z doévodu velmi nizkeho mnozZstva ccfDNA vo vzorkach plazmy
méze byt meranie koncentracie ccfDNA naroéné v zavislosti od
pouzitej kvantifikacnej metédy.

Na kontrolu koncentréacie ccfDNA v eluatoch sa odportc¢a pouzit
citlivy test gPCR.

Vymena s okolitym vzduchom moéze viest k znizenej stabilite pufrov,
¢o bude mat za nasledok znizenu Ucinnost extrakcie ccfDNA s
Ciasto¢ne pouzitou reagencnou kazetou. Nezabudnite dokladne
uzavriet vani¢ky s puframi Ciasto€ne pouzitej reagencnej kazety
(RC) pomocou tesniacich pasikov na opakované pouzitie, ak sa
nepouzili na purifikaciu.

Nizky vykon ccfDNA v néslednych procesoch

a)  Eluéat koncentrovany pomocou
vakuovej centrifugacie

b)  Prenos kvapky

Ziadny/neGplny prenos vzorky

a)  Pre Standardny protokol na vloZi
nespravny objem vzorky

b)  Bublinky a/alebo pena v
skimavke na vzorky

Nekoncentrujte eluat pomocou vakuovej centrifugacie (napr. v
pristroji SpeedVac® alebo podobnom pristroji). To méZe viest k
degradécii spdsobenej vysokymi teplotami a koncentrovanymi
solami v eluate, ktoré mdze narusit nasledné procesy.

Vo vSeobecnosti sa magnetické Castice neprenasaju do eluatov. Ak
dojde k prenosu, neovplyvnia magnetické Castice v eluatoch vacsinu
naslednych aplikacii. V pripade potreby velmi vysokych davok
eluatu na konkrétne nasledné testy sa mézu eluaty oddelit
odstredenim a preniest do Cistej skumavky.

Ak sa vloZi mensi objem vzorky ako je Specifikovany objem, zvySuje
sa riziko nejasného priznaku vzorky alebo neprebehne prenos
vzorky (neplatny priznak).

VloZte spravny objem vzorky podlia popisu v prislusnom
protokolovom liste a zozname laboratérneho vybavenia.

Bublinky alebo pena vo vzorke a/alebo vo vstupe na vzorky méze
mat za nasledok nespravnu detekciu hladiny tekutiny a nasledne
neuplny prenos vzorky. Odstrarite bublinky zo skimavky na vzorky.
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Symboly

Nasledujuce symboly sa m6zu objavit v navode na pouzitie alebo na baleni a Stitkoch:

Obsahuje reagencie dostacujuce na <N> testov Udava
<N> celkovy pocet testov IVD, ktoré sa mézu uskutocnit' s IVD.
g PouZite do
IVD Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouZitie Vv

podmienkach in vitro

CE znadenie. Tento vyrobok spifia poZiadavky eurépskeho

N
m

nariadenia 2017/746 pre zdravotnicke diagnosticka pomocka

na pouzitie v podmienkach in vitro.

Katalégové Cislo

Cislo arze

Cislo materialu (t. j. oznagenie komponentu)

SEHER

Komponenty (t.j. zoznam zahrnutych)

0
(]
Z
=]

Obsahuje (obsah)

3

i
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GTIN

I
>
3

Sodium azide

IEEE%EL"??IE

Pocet (t.j. liekovky, flase)

Identifikator GTIN (Global Trade Iltem Number)

R oznacuje reviziu navodu na pouzitie (priruc¢ky) a n je Cislo

revizie

Teplotné obmedzenia

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

Upozornenie

Proteinase K

Cislo jamky (t. j. jamka reagenénej kazety)

Reagenéna kazeta

Azid sodny
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Priloha: Kvantifikacia ccfDNA

Z dévodu velmi nizkych koncentracii ccfDNA vo materialoch vzoriek sa neodpori¢a merat
DNA pomocou spektrofotometra. Na stanovenie koncentracie ccfDNA by sa mal pouzit
citliva a presny kvantitativny test na baze fluorescencie alebo test real-time PCR.

Ak sa musia odstranit magnetické Castice, vloZte skimavku obsahujicu DNA do vhodného
magnetického separatora (napr. QIAGEN 12-Tube Magnet, kat. €. 36912), kym sa
magnetické Castice neoddelia.

Ak je DNA v mikrodostickach, vlozte mikrodosticku do vhodného magnetického separatora
(napr. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, kat. ¢. 36915), kym sa magnetické Castice
neoddelia. Ak nie je vhodny magneticky separator k dispozicii, odstredte skimavku s DNA
na 1 minutu pri plnej rychlosti v mikrocentrifuge, aby sa vSetky zvySné magnetické Castice
zgranulovali.
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Informacie o objednavani

Produkt Obsah Kat. ¢.
PreAnalytiX
QIAsymphony PAXgene Blood  Obsahuje 2 reagencné kazety, 768566
ccfDNA Kit (CE-IVD) (192) proteinazu Proteinase K a
prisluSenstvo
PAXgene Blood ccfDNA Tubes 100 skimaviek: 16 x 100 mm, 1,5 ml 768165
(CE-IVD) (100) primesy, objem odobratej krvi 10 ml
QIAGEN
QIAsymphony SP instrument Modul na pripravu vzorky 9001297
QIAsymphony, 1-ro¢na zaruka na
diely a pracu
Savisiace produkty QIAGEN
Proteinase K (10 ml) 1 x 10 ml ffasticka 19133
Reagent Cartridge Holder (2) Drziak na reagenc¢né kazety na 997008
pouZitie s pristrojom
QIAsymphony SP
Cooling Adapter, 2 ml, v2, Chladiaci adaptér pre 2 ml skimavky 9020674
Qsym so skrutkovacim uzaverom. Na
pouzitie v zasuvke pristroja
QIAsymphony SP ,Eluate (Eluét)
Cooling Adapter, EMT, v2, Chladiaci adaptér pre stojany EMT. 9020730

Qsym

Na pouZzitie v zasuvke pristroja
QIAsymphony SP ,Eluate” (Eluat)
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Produkt Obsah Kat. ¢.
Cooling Adapter, Snap-Cap Chladiaci adaptér pre skimavky 1,5 9020731
Microtube QIAsymphony, ml Eppendorf® LoBind Snap Cap
Qsym Safe-Lock. Na pouzitie v zadsuvke

pristroja QIAsymphony SP ,Eluate”
(Eluét)
Sample Prep Cartridges, 8-well  8-jamkové kazety na pripravu vzoriek 997002
(336) na pouZzitie s pristrojom
QIAsymphony SP
8-Rod Covers (144) 8-tyCové kryty na pouZitie s pristrojom 997004
QIAsymphony SP
Filter-Tips, 200 ul (1024) Jednorazové filtracné Spicky, v 990332
stojane; (8 x 128). Na pouzitie s
pristrojmi QIAcube® a QIAsymphony
SP/AS
Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP Jednorazové filtracné Spicky, v 997024
(1024) stojane; (8 x 128). Na pouZitie s
pristrojom QIAsymphony SP/AS
Tip Disposal Bags (15) Vrecka na likvidaciu na Spiciek na 9013395
pouzitie s pristrojom QIAsymphony
SP
12-Tube Magnet Magnet na separaciu magnetickych 36912
Castic v skimavkach 12 x 1,5 ml
alebo 2 ml
96-Well Magnet Type A Magnet na separaciu magnetickych 36915

Castic v jamkach 96-jamkovych
platnic¢iek, 2 x 96-jamkové
mikrodosti¢ky FB
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Reuse Seal Set (20) Suapravy tesneni na opatovné pouzitie 997006
na utesnenie Ciasto€ne pouzitych
reagencnych kaziet QlIAsymphony

Elution Microtubes CL Nesterilné polypropylénové skiimavky 19588
(24 x 96) (maximalna kapacita 0,85 ml,

skladovacia kapacita menej ako

0,7 ml, eluéna kapacita 0,4 ml);

2304 v regaloch po 96; obsahuje

vieCkoveé pruzky

Caps for Elution Microtubes Uzavery na elu¢né mikroskumavky 19591

(50 x 8) (50 x 8)

14 ml Falcon Tube Polystyrénova skimavka s okrthlym Corning,
dnom 17 x 100 mm pouzivana ako 352051
nosic vzoriek pre pristroj
QIAsymphony SP

Aktudlne licenéné informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouzivatelskej prirucke k suprave QIAGEN. Sprievodcov a
pouzivatelské priruc¢ky k supravam QIAGEN ndjdete na lokalite www.PreAnalytiX.com a
www.giagen.com alebo o ne mdzete poziadat oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti
QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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