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Marcas comerciais: PAXgene®, PreAnalytiX® (PreAnalytiX GmbH); QIAGEN®, QlAcube®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); Corning®, Falcon® (Corning, Inc.);
Eppendorf® (Eppendorf AG); SpeedVac® (Thermo Fisher Scientific ou suas subsididrias). Os nomes registados, as marcas comerciais etc. ufilizados neste documento,
mesmo quando ndo assinalados como tal, ndio devem ser considerados como ndo protegidos por lei.

Acordo de licenga limitada para o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

A utilizagdo deste produto implica a aceitagdio dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto:

1. O produto deverd ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com o presente manual e recorrendo & utilizagéo
exclusiva dos componentes contidos no kit. No termos dos direitos de propriedade intelectual, a PreAnalytiX® ndo concede nenhuma licenca para utilizar ou incluir os
componentes englobados neste kit com qualquer componente ndo incluido neste kit, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, no presente
manual e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com e www.PreAnalytiX.com.

2. A excecdo de licencas expressamente declaradas, a PreAnalytiX néo fornece qualquer garantia de que este painel e/ou a sua utilizagdo ou utilizagdes ndo
infringem os direitos de terceiros.

3. Este painel e respetivos componentes estdo licenciados para uma Gnica utilizagdo e ndo podem ser reutilizados, recondicionados ou objeto de revenda.
4. APreAnalytiX recusa especificamente qualquer outra licenca, expressa ou implicita, & excecdio das expressamente declaradas.

5. O comprador e o utilizador do painel concordam em n&o tomar nem permitir que terceiros fomem medidas que possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos
acima proibidos. A PreAnalytiX pode fazer cumprir as proibicdes do presente Acordo de licencia limitada em qualquer tribunal e deverd recuperar todas as custas de
tribunal e de investigag&o em que incorra, incluindo honorérios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir o presente Acordo de licencia limitada
ou qualquer um dos seus direitos de propriedade infelectual relativos ao painel e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, consulte www.giagen.com e www.PreAnalytiX.com.

HB-2866-001 1123518 © 2021 PreAnalytiX GmbH, todos os direitos reservados.
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Utilizacdo prevista

O QlAsymphony 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 QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEHVD) utiliza tecnologia de particulas

magnéticas para o isolamento e a purificagdo automatizados de ccfDNA de plasma humano.

O QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEHVD) destina-se & utilizagdo em diagnéstico
in vitro e por utilizadores profissionais, tais como técnicos e médicos com formacdo em

técnicas de biologia molecular.

Utilizador previsto

Este kit destina-se & utilizagdo profissional.

O produto deve ser utilizado apenas por pessoal com formagdo especifica, especializado em

técnicas de biologia molecular e familiarizado com esta tecnologia.
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Descri¢cdo e principio
Resumo e explicacdo

O ADN de circulagéo livre de células (circulating cell-free DNA, ccfDNA) estd presente no
plasma geralmente como fragmentos curtos (<1000 bp). A concentracdo de ccfDNA no
plasma é geralmente baixa (de 1 a 100 ng/ml) e varia significativamente entre individuos.
O PreAnalytiX PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) com marcagdo CE em combinagdo com
o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEVD) constitui um fluxo de trabalho
padronizado para a colheita, armazenamento e transporte de amostras de sangue; a
estabilizagdo do ADN num tubo fechado; e o isolamento e purificagdo subsequentes do

ccfDNA do plasma humano, utilizando o instrumento QIAGEN® QlAsymphony SP.

Os protocolos no instrumento QlAsymphony SP sdo fornecidos para a extragdo de ccfDNA
de 2,4 ou 4,8 ml de plasma, geradas a partir de PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) por
dupla centrifugacdo. O plasma é transferido e processado num tubo secunddrio no

instrumento QlAsymphony SP.

Em alternativa, os protocolos de manuseamento do tubo primdrio no instrumento
QIAsymphony SP estdo disponiveis para volumes de entrada de plasma de 2,4 e 4 ml. Neste
caso, ndo é necessdrio um segundo passo de centrifugacdo ou transferéncia de plasma para

um tubo secunddrio.

A tecnologia de particulas magnéticas do QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit permite
a purificagdo de ccfDNA de alta qualidade, isento de proteinas, nucleases e outras
impurezas. O instrumento QlAsymphony SP executa todos os passos do procedimento de
purificagdo. Até 96 amostras, em lotes de 24, sdo processadas numa Unica execugdo. Para
o isolamento de ADN genémico (ADNg) da fracdo celular nucleada de sangue colhido nos
PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CEIVD) no instrumento QlAsymphony SP, consulte as
indicagdes fornecidas nas Instrugdes de utilizacdo do PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD)

(www.PreAnalytiX.com).
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Principios do procedimento

A tecnologia do instrumento QlAsymphony SP combina a velocidade e a eficiéncia da
purificagdo de é&cidos nucleicos por troca aniénica com o prdtico manuseamento das
particulas magnéticas (Figura 1). O procedimento de purificagdo destina-se a assegurar o
manuseamento seguro e reproduzivel de amostras potencialmente infeciosas e consiste em
3 passos: ligagdo, lavagem e elvicdo (Figura 2). Os utilizadores podem escolher entre

diferentes volumes de entrada da amostra.

Trans-

et Libertagdo
feréncia
Haste Haste
magnética magnética

Manga
de barras

Manga

l I de barras
|
- |

Reagente 1 e Movimento ascendente Transferéncia Movimento ascendente  Reagente 2 e

particulas e descendente lento da e descendente répido da particulas
magnéticas haste para recolher as haste para libertar as magnéticas
particulas magnéticas particulas magnéticas
Pogo 1 Pogo 2

Figura 1. Diagrama esquemdtico do principio do instrumento QIAsymphony SP. O instrumento QlAsymphony SP processa
uma amostra que contém particulas magnéticas da seguinte forma: uma haste magnética protegida por uma cobertura
entra num pogo contendo a amostra e atrai as particulas magnéticas. A cobertura da haste magnética é posicionada
sobre outro pogo e as particulas magnéticas séo libertadas. Estes passos s&o repetidos vérias vezes durante o
processamento da amostra. O instrumento QlAsymphony SP utiliza uma cabeca magnética contendo uma variedade de
24 hastes magnéticas pelo que processa até 24 amostras simultaneamente.
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QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

particulas magnéticas
transferidas para o cartucho

Amostra de plasma e tampdo
de ligagdo, Proteinase K e
i de preparagdo de amostras

Ligagdo do ADN as
particulas magnéticas

% Separagdo magnética

Lavagem

@ Separagdo magnética

Elvi¢do

ccfDNA puro, de elevada qualidade

Figura 2. Passos para a extragdo de ccfDNA com o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD). Os fragmentos de
ccfDNA sdo isolados do plasma gerado a partir de sangue total venoso humano colhido no PAXgene Blood ccfDNA
Tube (CE-IVD). Durante o primeiro passo de processamento, as proteinas do plasma séo digeridas pela Proteinase K,
enquanto o ccfDNA se liga & superficie das particulas magnéticas. Trés etapas de lavagem garantem a remogdo dos
contaminantes. Finalmente, o ccfDNA ¢ eluido das particulas magnéticas e estd pronto a utilizar em aplicagdes a jusante.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA

Kit (CE-IVD) (192)
N.° de catdlogo 768566
Nomero de reacdes 192
Abreviatura Identificacdio Quantidade Ingredientes ativos Concentracdio [%]* *
RC Reagent cartridge 2 Detergente ndo iénico >0,5 a <10 [p/p]
(Cartucho de Particula magnética por Né&o adequado
reagentes) * " troca aniénica
NaOH 20,05 a <0,1 [p/p]
Etanol >70 a <90 [v/v]
PROTK Proteinase K' 5x 10 ml Proteinase K >1 a <3% [p/p]
PL Piercing lid 2 — Né&o adequado
(Tampa perfurdvel)
RSS Reuse Seal Set 2 - Né&o adequado
(Conijunto de vedantes
reutilizaveis)
Elution Microtubes 2 — Néo adequado
CL, racked
(Microtubos de
eluicdo CL, em
suporte)*
Caps for Elution 1x(55x8) - Né&o adequado
Microtubes (Tampas
para microtubos de
eluicao)*
Instrugdes de 1 - Néo adequado
utilizagdo (Manual)
PAXgene Blood 1 — Né&o adequado

ccfDNA Purification
Protocol Selection Tool

* Contém azida de sédio como conservante.

t Consultar na pagina 34 uma lista de simbolos e respetivas defini¢des.

# Um Reuse Seal Set contém 8 tiras vedantes reutilizaveis.

* Também disponivel separadamente, consulte Informagdes de encomenda.
** Conceniragdo mdxima num Gnico pogo.
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Ao trabalhar com amostras quimicas e bioldgicas, siga sempre as precaugdes universais e
use uma bata de laboratério, luvas descartdveis e 6culos de protecao adequados, de acordo
com as politicas e procedimentos da sua instalagdo. Para obter mais informagdes, consulte
as fichas de dados de seguranca (Safety Data Sheet, SDS) adequadas, disponiveis junto do

fornecedor do produto.

Certifique-se de que os equipamentos foram verificados e calibrados de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

e Sample Prep Cartridges, 8-well (QIAGEN, n.° de cat. 997002)

e 8Rod Covers (QIAGEN, n.° de cat. 997004

® Filter-Tips, 200 pl e 1500 pl (QIAGEN, n.° de cat. 990332 e 997024, respetivamente)
e Tip Disposal Bags (QIAGEN, n.° de cat. 9013395)

e PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CEHVD) (PreAnalytiX, n.° de cat. 768165)

® Tubos de amostras. Para formatos de tubos primdrios e secunddrios compativeis, consulte
a lista de material de laboratério que pode ser encontrada no separador Product

Resources (Recursos do produto) da pdgina do produto em www.giagen.com.

® Para formatos de tubos de eluicdo compativeis, consulte a lista de material de laboratério,
que pode ser encontrada no separador Product Resources (Recursos do produto) da

pdgina do produto em www.qiagen.com.
Equipamento ™

® Pipeta (5 ml)
e Instrumento QlAsymphony SP (QIAGEN, n.° de cat. 9001297)

* Antes de utilizar, certifique-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as recomendagdes
do fabricante.
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Avisos e precaucoes

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro
Ler atentamente todas as instrucdes antes de utilizar o kit.

Para os clientes na Unido Europeia, tenha em atencdo que poderd ser necessdrio comunicar
incidentes graves, que fenham ocorrido em relagcdo ao dispositivo, ao fabricante e &
autoridade reguladora do Estado membro onde o utilizador e/ou o paciente estdo

estabelecidos.
Informagdes de seguranca

Ao trabalhar com amostras quimicas e bioldgicas, siga sempre as precaugdes universais e
use uma bata de laboratério, luvas descartdveis e 6culos de protecdo adequados, de acordo
com as politicas e procedimentos da sua instalagdo. Para obter mais informagdes, consulte
as fichas de dados de seguranca (Safety Data Sheet, SDS) adequadas. Estas estdo disponiveis
online no formato PDF, em www.qgiagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visualizar e

imprimir as SDS de cada kit PreAnalytiX e respetivos componentes.

® Todos os produtos quimicos e materiais bioldgicos sdo potencialmente perigosos. Os
espécimes e as amostras sdo potencialmente infeciosos e devem ser tratados como

materiais de risco bioldgico.

e Elimine as amostras e os residuos dos ensaios de acordo com os procedimentos de

seguranca locais.
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Precaucoes

Os tampdes no cartucho de reagentes (Reagent Cartridge, RC) contém azida de sédio. Em

caso de derramamento dos tampdes do kit, limpar com detergentes apropriados para

utilizacdo em laboratério e dgua. Se o liquido derramado contiver agentes potencialmente

infeciosos, limpar primeiro a drea afetada com detergente apropriado para utilizagdo em

laboratério e dgua e, em seguida, com 1% (v/v) de solucdo de hipoclorito de sédio (lixivia).

As frases que se seguem, de perigo e precaucdo, aplicam-se aos componentes do
QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit.

MBS3

Proteinase K

Contém: Azida de sédio. Aviso! Pode ser prejudicial se ingerido. Usar
luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecéo

facial.

Contém: Proteinase K. Perigo! Provoca uma ligeira irritagdo da pele.
Quando  inalado, pode provocar sintomas de alergia ou
de asma ou dificuldades respiratérias.  Evitar  respirar
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerosséis. Usar luvas de
protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecdo facial. Usar
protecdo respiratéria. Em caso de exposicdo ou suspeita de exposicdo:
Contactar um centro de informagdo antivenenos ou um médico. Retirar
a vitima para uma zona ao ar livie e mantéla em repouso numa

posicdo que ndo dificulte a respiracdo.
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QSW?9

O®

Contém: Hidréxido de sédio. Perigo! Provoca queimaduras na pele e
lesdes oculares graves. Eliminar o contetdo/recipiente em instalagdo
de eliminagdo de residuos aprovada. Se entrar em contacto com os
olhos: Enxaguar cuidadosamente com dgua durante vdrios minutos. Se
usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continve a
enxaguar. Se entrar em confacto com a pele (ou o cabelo): Despir/retirar
imediatomente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com
4gua/tomar um duche. Contactar imediatamente um centro de
informacdo antivenenos ou um médico. Armazenar em local fechado &
chave. Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo

ocular/protegdo facial.

Contém: Etanol. Perigo! Liquido e vapor altamente inflamdveis. Provoca
irritacdo ocular grave. Manter afastado do calor/faiscas/chamas
abertas/superficies quentes. Nao fumar. Usar luvas de

protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecdo facial.
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Armazenamento e manuseamento de reagentes

O QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEHVD) deve ser armazenado na vertical &
temperatura ambiente (15-25 °C). As particulas magnéticas nos cartuchos de reagentes
(Reagent Cartridge, RC) mantém-se ativas quando armazenadas neste intervalo de

temperatura.

Nota: O rétulo na caixa do QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEHVD) apresenta o

prazo de validade do mesmo. O prazo de validade é para o cartucho de reagentes.
Néo utilizar o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEHVD) apés o prazo de validade.
Componentes do kit

O QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) contém solucdo Proteinase K pronta a

utilizar que pode ser armazenada & temperatura ambiente (15-25 °C).
Néo armazenar os RC a temperaturas inferiores a 15 °C.

Os RC do QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEIVD) abertos podem ser
armazenados & temperatura ambiente (15-25 °C) até 4 semanas, o que permite uma
reutilizagdo eficaz em termos de custo dos reagentes e um processamento de amostras mais
flexivel. Se um RC for apenas parcialmente utilizado, recolocar a cobertura da cavidade
contendo as particulas magnéticas e vedar o RC com as tiras vedantes reutilizaveis

imediatamente apés a execu¢do do protocolo terminar, para evitar a evaporagdo.

Para evitar a evaporacdo do reagente, o RC deve permanecer aberto 15 horas, no méximo
(incluindo o tempo de execugdo) & temperatura ambiente méxima de 32°C. O
armazenamento incorreto dos componentes do kit pode levar ao envelhecimento prematuro

dos tampaes.
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A execucdo de lotes com um nimero reduzido de amostras (<24) ird aumentar o tempo de
abertura do RC e os volumes de tampdo necessdrios, reduzindo potencialmente o ndmero

total de preparacdes de amostras possiveis por cartucho.

Evitar a exposigdo dos RC a luz UV (por exemplo, utilizada para a descontaminagdo), uma

vez que a exposicdo pode acelerar o envelhecimento dos RC e dos tampdes.
Devem ser observados os prazos de validade e as condicdes de armazenamento impressos

na caixa e nas etiquetas de todos os componentes. N&o utilizar componentes que estejam

fora do prazo de validade ou que tenham sido armazenados de forma incorreta.
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Colheita e preparacdo de amostras

O procedimento de purificagdo é otimizado para utilizagdo com plasma gerado a partir de
sangue colhido nos PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD). Para obter informagdes sobre a
colheita sanguinea, o manuseamento desses tubos e a preparacdo do plasma, consulte as
Instrugdes de utilizagdo do PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) que podem ser encontradas
nos separadores Product Resources (Recursos do produto) e Resources (Recursos) das paginas

do produto em www.giagen.com e www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

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

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

1. Centrifugue o PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) & temperatura ambiente (15-25 °C)
durante 15 min a 1 600-3 000 x g (primeira centrifugacdo) e durante 10 min a
1 600-3 000 x g [segunda centrifugagdo), 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.
2. Pipete o plasma para um tubo de centrifuga com base cénica de 15 ml (ndo fornecido),

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

3. Centrifugue o tubo de centrifuga com base cénica de 15 ml & temperatura ambiente
(15-25 °C) durante 15 min a 1 600-3 000 x g (primeira centrifugacdo) e durante 10 min
a 1 600-3 000 x g (segunda centrifugagdo) utilizando uma centrifuga equilibrada.
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B)

Nota: N&o exceda a velocidade de centrifugacdo maxima recomendada pelo fabricante

do tubo secunddrio.

Pipete o volume de plasma necessdrio (consulte a seccédo "Volume da amostra" na pégina 20)
para um tubo com base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm, em polistireno, certificando-se de

que n&o interfere com o pellet de células sanguineas residual, se presente.

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 méximo do ADN de circulacdo livre de células (circulating cell

free DNA, ccfDNA), processe o volume maximo 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 sanguinea e centrifugagdo, os PAXgene Blood ccfDNA Tubes (IVD)
estabilizam o ccfDNA (perfil ccfDNA) no plasma a 2-8 °C at¢ 7 dias antes do
processamento do plasma. 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 & temperatura ambiente (15-25 °C) antes de iniciar a execugdo.

Preparacdo do plasma a partir de sangue para manuseamento do tubo primério no

instrumento QlAsymphony SP

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

durante 15 min a 3 000 x g, utilizando uma centrifuga de cabega 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 centrifugagéo,

deixe que os tubos se aclimatizem & temperatura ambiente antes de os processar.
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2. Quantifique o volume de plasma em cada tubo apés a remocdo da cabega da centrifuga,
utilizando a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool fornecida como
conteddo de kit (Figura 3). Apés 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 primdrio 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.

AGIAGEN / 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 desta 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 3. Determinagéo do volume de plasma utilizando a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool
(serve apenas para efeitos de ilustragdio, ndo imprima pois o tamanho real ¢ diferente — ndo utilize com amostras).

18 Instrugdes de utilizagdo (Manual) do QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEIVD) 05/2021



q

Nota: Caso ndo 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.

Remova a Hemogard Closure Cap dos PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) antes da
colocagdo no instrumento QlAsymphony SP para extragdo direta do ADN de circulagdo
livre de células (circulating cell free DNA, ccfDNA).

Nota: A remocdo da tampa do tubo e o manuseamento de tubos abertos devem ser
realizados com cuidado para reduzir o risco potencial de derrame de amostra,
contaminagdo cruzada entre tubos e exposicdo do sangue.

Coloque os PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) abertos contendo plasma suficiente
no transportador de tubos e coloque o transportador de tubos na gaveta de entrada da

amostra do instrumento QlAsymphony SP.

Congelamento e descongelamento de amostras de plasma processadas do PAXgene
Blood ccfDNA Tube

Para o congelamento, transfira o plasma para tubos adequados (por exemplo, criotubos)
colocados num suporte adequado.

Congele e armazene o plasma a -20 °C. Para um armazenamento a uma temperatura
inferior a =20 °C, congele primeiro as amostras de plasma a —20 °C durante 24 horas,
no minimo e, em seguida, transfira-as para =70 ou -80 °C.

Descongele o plasma & temperatura ambiente (15-25 °C).

Nota: Néo descongele a temperaturas baixas (por exemplo, 4 °C).

Em caso de formagdo de crioprecipitados no plasma, agite o tubo no vértex durante 30
segundos apés o descongelamento e utilize a amostra para o procedimento de isolamento
do ccfDNA no instrumento QlAsymphony SP sem qualquer tratamento adicional.

Nota: Nao é recomendavel centrifugar o plasma para remover crioprecipitados, uma vez
que podem conter ccfDNA.

Nota: Para evitar a formagdo de crioprecipitados, o plasma pode ser descongelado a

30 °C durante 30 minutos, em vez de & temperatura ambiente.

Instrucdes de utilizagdo (Manual) do QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CEIVD) 05/2021 19



Procedimento

Visdo geral: Purificagdo automatizada de ccfDNA no instrumento

QlAsymphony SP

O instrumento QIAsymphony SP torna fécil e prdtica a preparagdo automatizada de amostras.
As amostras, os reagentes e os consumiveis, e os eluatos sdo separados em gavetas diferentes.
Carregar simplesmente as amostras, os reagentes fornecidos em cartuchos especiais, e
consumiveis previamente colocados em suportes na devida gaveta antes de iniciar uma
execugdo. Iniciar o protocolo e remover o ccfDNA purificado da gaveta "Eluate" (Eluato)
apés o processamento. Consultar os manuais do utilizador fornecidos com os instrumentos

para obter as instrugdes de funcionamento.

Nota: A manutengdo opcional ndo é obrigatéria para o funcionamento do instrumento, mas

é altamente recomendada para reduzir o risco de contaminagdo.

Volume da amostra

Para se certificar de que no fluxo de trabalho habitual sdo 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. Se o volume de plasma disponivel
for inferior a 2,8 ou 5,3 ml, o modo Less Sample (Menos amostra) como funcdo integrada do
protocolo permite automaticamente 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 amostral]).
Os volumes de entrada de plasma minimos para ativar o modo Less Sample (Menos amostra)
sdo 1,6 e 4,1 ml. 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 contetdo de um kit (descrita em

"Preparacdo do material de amostra" na pagina 24).
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Carregar os RC na gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis)

Os reagentes para a purificagdo de ccfDNA estdo contidos num cartucho de reagentes
(Reagent Cartridge, RC) inovador (Figura 4). Cada cavidade RC contém um reagente
especifico, como por exemplo particulas magnéticas, tampdo de ligagdo, tampdo de lavagem
ou tampdo de eluicdo. Os RC parcialmente utilizados podem voltar a ser fechados com tiras
vedantes reutilizaveis para reutilizagdo posterior, evitando a geracdo de residuos devido a

sobras de reagentes no fim do procedimento de purificacdo.

Figura 4. Cartucho de reagentes QlAsymphony (Reagent Cartridge, RC). O RC contém todos os reagentes necessdrios
para a execugdo do protocolo.

Antes de iniciar o procedimento, certifiquese de que as particulas magnéticas estdo
completamente ressuspensas. Remova a cavidade das particulas magnéticas da estrutura do
RC, agite-a vigorosamente no vértex durante, pelo menos, 3 minutos, e coloque-a novamente

na estrutura do RC, antes da primeira utilizacdo.

Nota: As particulas magnéticas podem mudar de cor. Essa mudanga ndo tem qualquer

influéncia no desempenho.
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Coloque o RC no suporte de RC. Antes de utilizar um RC pela primeira vez, coloque a tampa

perfuravel em cima do RC (Figura 4).

Nota: A tampa perfuravel ¢ afiada. Tenha cuidado ao colocd-la no RC. Certifique-se de que

a tampa perfurdvel é colocada sobre o RC na orientagdo correta.

Apés a remogdo da cobertura da cavidade das particulas magnéticas, o RC é subsequentemente

carregado na gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis).

Os RC parcialmente utilizados podem ser armazenados até voltarem a ser necessdrios

(consulte "Armazenamento e manuseamento de reagentes" na pdgina 14).

Nota: E necessério adicionar Proteinase K (consulte "Aspetos importantes antes de iniciar o

procedimento” na pdgina 26).

Nota: Certifique-se de que os RC, cavidades das particulas magnéticas e frascos de Proteinase

K ndo sdo trocados entre diferentes lotes de kits.

Carregar material de pldstico na gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes
e consumiveis)

Os cartuchos de preparacdo das amostras, as 8-Rod Covers (ambas pré-embaladas nas
caixas de unidades) e as pontas com filtros descartaveis (pontas de 200 pl fornecidas em
suportes azuis, pontas de 1 500 pl fornecidas em suportes pretos) séo carregados na gaveta

"Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis).

Nota: Certifique-se de que as coberturas das caixas de unidades sdo removidas antes de

carregar as caixas na gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis).
Nota: As pontas tém filtros para prevenir contaminagdo cruzada.
As ranhuras do suporte de pontas na mesa de trabalho do instrumento QIAsymphony SP

podem ser preenchidas com qualquer tipo de suporte de pontas. O instrumento QlAsymphony

SP identificard o tipo de pontas carregadas durante a inventariagdo.
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Nota: N&o reencher os suportes de pontas ou caixas de unidades para cartuchos de
preparacdo de amostras ou 8-Rod Covers antes de dar inicio a outra execucdo do protocolo.
O instrumento QlAsymphony SP pode utilizar suportes de pontas e caixas de unidades

parcialmente usadas.
Para informagdes de encomenda para material de pldstico, consultar a pégina 37.

Carregar a gaveta "Waste" (Residuos)

Os cartuchos de preparagdo de amostras e as 8-Rod Covers utilizados durante a execugdo
sdo recolocados no suporte em caixas de unidades vazias na gaveta "Waste" (Residuos).
Certifiquese de que a gaveta "Waste" (Residuos) contém caixas de unidades vazias

suficientes para os residuos plésticos gerados durante a execugdo do protocolo.

Nota: Assegurar que as coberturas das caixas de unidades sGo removidas antes de carregar
as caixas de unidades na gaveta "Waste" (Residuos). Se estiverem a ser utilizadas caixas de
8-Rod Covers para recolher os cartuchos de preparacdo de amostras e as 8-Rod Covers

usados, assegurar que o espacador da caixa foi removido.
Deve fixar-se & parte frontal da gaveta "Waste" (Residuos) um saco para pontas com filtros usadas.

Nota: A presenca de um saco para eliminagdo de pontas ndo é verificada pelo sistema.
Certifique-se de que o saco de eliminagdo de pontas estd devidamente fixado, antes de dar
inicio & execugdo do protocolo. Para mais informagdes, consulte os manuais do utilizador
fornecidos com o instrumento. Esvazie o saco de pontas apés o processamento de um méximo

de 96 amostras para evitar o encravamento de uma ponta.

Um recipiente de residuos recolhe os residuos liquidos gerados durante o procedimento de
purificagdo. A gaveta "Waste" (Residuos) apenas pode ser fechada se o recipiente de
residuos estiver devidamente posicionado. Elimine os residuos liquidos de acordo com os
regulamentos ambientais e de seguranca locais. N&o autoclave o frasco de residuos cheio.

Esvazie o frasco de residuos apés o processamento de um mdaximo de 96 amostras.
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Carregar a gaveta "Eluate" (Eluato)

Coloque o suporte de eluicdo necessdrio na gaveta "Eluate" (Eluato). Uma vez que o
armazenamento a longo prazo dos eluatos na gaveta "Eluate" (Eluato) pode conduzir &
evaporagdo ou condensagdo, deve ser utilizada a posicdo de arrefecimento. Utilize a "Elution

slot 1" (Ranhura de eluicdo 1) apenas com o adaptador de arrefecimento correspondente.

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

60 75

* Este é o volume acessivel minimo de eluato no tubo de eluigdo 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 fer até menos 5 pl.

t O volume inicial de tampdo de eluicdo necessario para assegurar que o volume real de eluato é igual ao volume
selecionado.

Inventariacdo

Antes de iniciar uma execugdo, o instrumento verifica se foram carregados nas respetivas

gavetas consumiveis suficientes para ofs) lote(s) em espera.

Preparacdo do material de amostra

Consulte "Colheita e preparacdo de amostras”, na pdgina 16.

Armazenamento de ccfDNA

Apéds a preparacdo da amostra, os eluatos de ccfDNA podem ser armazenados a -20
ou -80 °C. Os eluatos congelados ndo devem ser descongelados mais de rés vezes. Para
obter as informacdes mais recentes sobre a estabilidade de ccfDNA em eluatos, consulte a

pégina do produto em www.giagen.com ou www.PreAnalytiX.com.
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Visdo geral do protocolo

Tabela 1. Viséo geral do protocolo

Amostra Processamento do Volume de Volume de amostra Volume de Protocolo do
PAXgene Blood entrada da utilizado para a eluigdo (pl)  instrumento
ccfDNA Tube amostra extragdo de ADN QlAsymphony SP
(CE-IVD) (incluindo volume  de circulagéo livre

morto) (ml) de células
(ccfDNA) (ml)
2 centrifugcgées, PAXcircDNA_
transferéncia de 28 24 60 2400

Plasma gerado  plasma para um .

a partir de tubo secunddrio 53 4,8 60 PAXcircDNA_

sangue total 4800

Venoso humano centrifugagdo, PAXcircDNA

colhido em processamento 2,4 60 PrimaryTube_

PAXgene Blood  giret6 no De acordo com 2400

ccfDNA Tubes ;. irumento a ferramenta de

(CEVD) QlAsymphony SP selecdo PAXcircDNA

4,0 60 PrimaryTube_
4000

Pontos importantes antes de comegar

Instrugdes de utilizagdo (Manual) do QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-VD)

Ao trabalhar com amostras quimicas e biolégicas, use sempre uma bata de laboratério
adequada, luvas descartaveis e éculos de protegdo. Para obter mais informagdes, consulte
as SDS adequadas.

Certifiquese de que estd familiarizado com o funcionamento do instrumento
QIAsymphony SP. Consulte os manuais do utilizador fornecidos com os instrumentos para
obter as instrugdes de funcionamento.

Antes do inicio do procedimento, leia a secgdo "Principios do procedimento".
Certifique-se de que estd familiarizado com a folha de protocolo e a lista de material de
laboratério (podem ser encontradas no separador Product Resources (Recursos do
produto) da pégina do produto em www.giagen.com).

Evite a agitagdo vigorosa do RC, caso contrdrio poderd formar-se espuma que pode

conduzir a problemas de detecdo do nivel liquido.
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e O sangue deve ser colhido em PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD; PreAnalytiX, n.° de cat.
768165). Para instrucdes sobre a colheita sanguinea, manuseamento e processamento de
plasma, consulte as Instrugdes de utilizagdo, que podem ser encontradas nos separadores
Product Resources (Recursos do produto) e Resources (Recursos) da pdgina do produto em

www.giagen.com ou www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

Aspetos importantes antes de iniciar o procedimento

® Antes de iniciar o procedimento, certifique-se de que as particulas magnéticas estdo
completamente ressuspensas. Agite vigorosamente no vértex a cavidade contendo as
particulas magnéticas, durante, pelo menos, 3 minutos antes da primeira utilizacdo.

e Certifique-se de que a tampa perfurdvel é colocada no RC e a cobertura da cavidade das
particulas magnéticas foi removida. Se for utilizado um RC parcialmente usado, certifique-
se de que a tira vedante reutilizavel foi removida.

e A Proteinase K ndo estd incluida no RC, mas deve ser fornecida pelo utilizador (gaveta
Sample (Amostra), ranhura A, posicéo 1 e/ou 2). Certifique-se de que estd disponivel o
volume correto de Proteinase K.

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 2 860

24 3740 l 6380

48 6380 11 660 It

9% 11 660 It 23 320 ylt

* Para cada amostra, s@o necessdrios 110 pl (para 2 400 pl de plasma) ou 220 pl (para 4 800/4 000 pl de plasmal),
mais um volume morto adicional de 1 100 pl [(n x 110 ou 220 pl) + 1 100 pl].

t Se forem necessdrios mais do que 11 660 pl, utilize um segundo tubo (Corning, n.° de cat. 352051). Para o segundo
tubo, é necessario utilizar um volume morto adicional de 1 100 pl.
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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 utilizagdo de tubos com base
redonda de 14 ml, 17 x 100 mm, em polistireno (Corning, n.° de cat. 352051) para a

Proteinase K.

e Caso as amostras tenham cédigos de barras, oriente as amostras no transportador de
tubos para que os cédigos de barras fiquem virados para o leitor de cédigos de barras,

no lado esquerdo do instrumento QIAsymphony SP.

® Para obter informacdes sobre os tubos de amostras e os volumes minimos de amostras
compativeis com os protocolos, consulte a lista de material de laboratério correspondente
que pode ser encontrada no separador Product Resources (Recursos do produto) da

pdgina do produto em www.qiagen.com.
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Protocolo: Purificacdo automatizada de ccfDNA no instrumento
QIAsymphony SP

S&o fornecidas informagdes detalhadas para cada protocolo, incluindo volumes e tubos, na folha
de protocolo e na lista de material de laboratério que podem ser encontradas no separador Product
Resources (Recursos do produto) da pdgina do produto em www.giagen.com. Para a preparacdo
do material de amostra (plasma gerado a partir de sangue fotal venoso humano colhido no
PAXgene Blood ccfDNA Tube [CEHVD]), consulte as secges "Colheita e preparagdo de amostras"
e "Preparacdo do material de amostra” deste manual, bem como as Instrucdes de utilizacdo que
podem ser enconfradas nos separadores Product Resources (Recursos do produto) e Resources

(Recursos) da pdgina do produto em www.qgiagen.com ou www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

1. Feche todas as gavetas e a cobertura.

2. ligue o instrumento QlAsymphony SP e aguarde até que o ecrd Sample Preparation
(Preparagdo da amostra) aparega e o procedimento de inicializagdo seja concluido.

3. O interruptor de alimentacdo estd localizado no canto inferior esquerdo do instrumento
QIAsymphony SP.

4. Inicie a sessdo no equipamento.

Coloque o suporte de eluicdo necessdrio na gaveta "Eluate" (Eluato).

Na&o carregue uma placa de 96 pogos na "Elution slot 4" (Ranhura de eluicdo 4). Utilize a
"Elution slot 1" (Ranhura de eluicdo 1) com o adaptador de arrefecimento correspondente.
Quando ¢ utilizada a placa de 96 pogos, assegure que a mesma estd na orientacdo
correta, uma vez que a colocacdo incorreta pode causar a mistura de andlises a jusante.
Ao utilizar o suporte de Elution Microtubes CL, retire a parte de baixo rodando o suporte
até que se solfe.

5. Certifique-se de que a gaveta "Waste" (Residuos) estd devidamente preparada e realize
uma inventariagdo da gaveta "Waste" (Residuos), incluindo o coletor de pontas, a estagdo
de armazenamento de pontas, o recipiente de residuos liquidos vazio e as caixas de
unidades vazias. Substitua o saco de eliminagdo de pontas, se necessdrio.

6. Carregue os RC e os consumiveis necessdrios na gaveta "Reagents and Consumables"

(Reagentes e consumiveis).
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7. Efetue uma inventariagdo da gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis).

8. Coloque as amostras no transportador de amostras apropriado e coloque-os dentro da
gaveta "Sample" (Amostra).
Nota: Para além do processamento habitual, incluindo a transferéncia do plasma para um
transportador de amostras adequado (tubo Falcon® com base redonda de 14 ml,
17 x 100 mm, em polistireno), o fluxo de trabalho de manuseamento do tubo primdrio do
PAXgene Blood ccfDNA Tube permite a extragdo de ccfDNA diretamente do PAXgene Blood
ccfDNA Tube (PAXgene Blood ccfDNA Tube [CEHVD] de 10 ml, 16 x 100 mm). Para obter
mais informagées sobre o manuseamento do tubo primdrio, consulte a folha de protocolo, a
lista de material de laboratério e as Instrugdes de utilizagdo do tubo que podem ser
encontradas nos separadores Product Resources (Recursos do produto) e Resources (Recursos)
da pégina do produto em www.giagen.com ou www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

9. Utilizando o ecrd tdtil, infroduza as informagdes necessdrias para cada lote de amostras
e Proteinase K a ser processado.
Intfroduza as seguintes informagdes:
O Informacées da amostra (dependendo dos suportes de amostras utilizados, selecione

BD #352051 FalconPP 17 x 100 ou BD_#768165 PAXgene ccfDNA 16 x 100)

O Protocolo a executar (Conjunto de controlos do ensaio)
O Volume de eluicdo e posicdo de saida
Apéds a introdugdo das informagdes sobre o lote, o estado é alterado de LOADED
(Carregado) para QUEUED (Em fila de espera). Assim que o lote é colocado em fila, o
botdo Run (executar) aparece.

10.Coloque a Proteinase K no transportador de amostras adequado, nas posicdes 1 e 2, e

coloque-os na ranhura A da gaveta "Sample" (Amostra).
11.Defina a Proteinase K premindo o botdo IC (Cl).
12.Prima o botdo Run (Executar) para iniciar o procedimento de purificagdo.

Todos os passos de processamento sdo fotalmente automatizados. No final da execugdo do
protocolo, o estado do lote muda de RUNNING (em curso) para COMPLETED (concluido).

13.Recupere o suporte de eluicdo contendo o ccfDNA purificado da gaveta "Eluate” (Eluato).

Confirme a remogdo do suporte de eluicdo com o software do instrumento QIAsymphony SP.
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14.0 ccfDNA estd pronto a utilizar ou pode ser armazenado a -20 °C ou -80 °C até

6 meses.

A QIAGEN recomenda a remogdo imediata da placa de elvido da gaveta "Eluate”
(Eluato) apés a conclusdo da execucdo. Dependendo da temperatura e da humidade, as
placas de eluvigdo deixadas no instrumento QlAsymphony SP apés a conclusdo da

execucdo podem experienciar condensacdo ou evaporagdo.

Nota: Utilizando a fungdo de arrefecimento do instrumento QlAsymphony SP, sdo

possiveis execugdes durante a noite.

Geralmente, as particulas magnéticas ndo passam para os eluatos. Em caso de transferéncia,

as particulas magnéticas no eluato ndo irdo afetar a maioria das aplicagdes a jusante.

Se for necessdrio remover as particulas magnéticas antes de realizar aplicacdes a jusante,
os tubos ou placas que contém eluato devem primeiro ser colocados num iman adequado

e o eluato transferido para um tubo limpo (consulte "Anexo: Quantificacdo de ccfDNA").
Sdo gerados ficheiros de resultados para cada placa de eluigdo.

15.Se um RC foi apenas parcialmente usado, sele-o com as tiras vedantes reutilizaveis apés
a execucdo do protocolo, para evitar a evaporagdo.

Nota: Para obter mais informagdes sobre o armazenamento de RC parcialmente usados,

consulte "Armazenamento e manuseamento de reagentes".

16.Elimine os tubos de amostras usados e os residuos de acordo com os regulamentos de

seguranca locais.
Consulte "Avisos e precaugdes”, para obter informagdes de seguranga.
17.Limpe o instrumento QlIAsymphony SP.

Siga as instrucdes de manutencdo nos manuais do utilizador fornecidas com o
instrumento. Certifique-se de que limpa regularmente as protegdes das pontas para

minimizar o risco de contaminagdo cruzada.

18.Feche as gavetas do instrumento e desligue o instrumento QIAsymphony SP.
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Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestdo da Qualidade certificado pela norma ISO da QIAGEN,
cada lote do QlAsymphony PAXgene Blood Kit ccfDNA Kit (CEIVD) é testado face a

especificagées predeterminadas para garantir uma qualidade constante do produto.
Limitacoes

Foi estabelecido o desempenho do sistema em estudos de avaliagdo do desempenho na
purificagdo de ccfDNA de plasma gerado a partir de sangue total venoso humano colhido
no PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD).

As caracteristicas de desempenho do QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)
foram estabelecidas com fragmentos de ccfDNA ribossomais 18S e cromossémicos Y DYS14

no plasma.

O tilizador é responsével por verificar o desempenho do sistema para quaisquer
procedimentos utilizados no laboratério que ndo estejam abrangidos pelos estudos de
avaliacdo de desempenho da QIAGEN e da PreAnalytiX.

Para minimizar o risco de um impacto negativo nos resultados de diagndstico, devem ser
utilizados controlos adequados para aplicagdes a jusante. Quaisquer resultados de
diagnéstico gerados tém de ser interpretados juntamente com outros resultados clinicos ou

laboratoriais.
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Guia de resolucéo de problemas

Este guia de resolugdo de problemas pode ser Gtil para resolver problemas que possam surgir.

Para informagdes de contacto e uma lista das perguntas frequentes, visite a respetiva pdgina

do produto em www.PreAnalytiX.com ou www.qiagen.com.

Comentdrios e sugestdes

Manuseamento geral

a)  Mensagem de erro visualizada no
ecrd tatil

b)  Volume de eluato varidvel apés
execucdes durante a noite

Se for visualizada uma mensagem de erro durante um profocolo,
consulte os manuais do utilizador fornecidos com os instrumentos.

Para ofimizar o rendimento, o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA
Kit (CEHVD) suporta o processamento de amostras durante a noite,
arrefecendo eluatos no instrumento QlAsymphony SP. Durante longos
periodos de arrefecimento, os volumes de eluato podem alterar-se
consoante a temperatura e humidade no laboratério. Por exemplo, se
o volume escolhido foi de 60 pl a 15-25 °C e 30-60% de
humidade, o volume pode estar entre 50 e 85 pl apds um periodo de
armazenamento de 12 horas no instrumento.

Crioprecipitados apés o descongelamento de amostras de plasma

a)  Formagdo de crioprecipitados no
plasma

b)  Rendimento baixo de ccfDNA do
plasma apés a remogdo dos
crioprecipitados

Para evitar a formagdo de crioprecipitados, o plasma pode ser
descongelado a 30 °C durante 30 minutos, em vez de & temperatura
ambiente. NGo descongele a temperaturas baixas (por exemplo,

4 °C). Agite no vértex durante 30 segundos depois do
descongelamento

Nao centrifugue o plasma para remover crioprecipitados, uma vez
que pode conter ccfDNA.

Volume de plasma insuficiente dos PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD)

a)  Menos de 10 ml de sangue colhidos
no PAXgene Blood ccfDNA Tube
(CEIVD)

b)  Alta fragdo celular

c)  Baixo rendimento de plasma apés a
centrifugacdo

Certifique-se de que sdo colhidos 10 ml de sangue no PAXgene
Blood ccfDNA Tube (CE-IVD). Consulte as Instrucdes de utilizagdo do
PAXgene Blood ccfDNA Tube.

Um nivel alto de fragdo celular (hematécrito) no sangue total humano
(por exemplo, superior a 51% para individuos do sexo masculino ou
47% para individuos do sexo feminino) pode levar a volumes de
plasma diminuidos.

Um armazenamento de sangue e duragdes de transporte
prolongados ou condigdes de centrifugagdo diferentes das
especificadas podem ter um impacto nos rendimentos do plasma.
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Comentdrios e sugestdes

Precipitado na cavidade do cartucho de reagentes (Reagent Cartridge, RC) aberto no QlAsymphony PAXgene Blood

ccfDNA Kit (CE-IVD)
a)  Evaporagdo do tampédo

b)  Armazenamento do RC

Baixo rendimento de ccfDNA

a)  As particulas magnéticas ndo foram
completamente ressuspensas

b)  Entupimento da ponta de pipeta
devido a material insoluvel

c) O material de amostra contém uma
concentracdo baixa de ccfDNA

d)  Selagem incompleta do RC

A evaporagdo excessiva pode conduzir ao aumento da concentragdo
salina em tampdes. Elimine o RC. Certifiquese de que as cavidades do
tamp&o de um RC parcialmente usado sdo seladas com tiras vedantes
reufilizéveis quando este n&o estiver a ser utilizado para purificagéo.

O armazenamento do RC a temperaturas inferiores a 15 °C pode
conduzir & formagéo de precipitados.

Antes de iniciar o procedimento, assegure que as particulas
magnéticas estdo completamente ressuspensas. Agite no vértex
durante, pelo menos, 3 minutos antes de utilizar. Uma ressuspensdo
incompleta pode conduzir a erros de pipetagem.

O material insoldvel ndo foi removido da amostra antes de iniciar o
procedimento de purificagdo no instrumento QlAsymphony SP.

Devido &s quantidades muito baixas de ccfDNA em amostras de
plasma, a medicéo da concentragdo de ccfDNA pode ser um
desafio, dependendo do método de quantificagéo utilizado.
Recomenda-se a utilizagdo de qPCR sensivel para verificar a
concentragdo de ccfDNA em eluatos.

A troca com ar circulante pode provocar uma estabilidade reduzida dos
tampdes, diminuindo a eficiéncia da extragdio de ccfDNA com um RC
parcialmente usado. Certifiquese de que as cavidades do tampé&o de um
RC parcialmente usado sGo cuidadosamente seladas com tiras vedantes
reutilizéveis quando este néo estiver a ser utilizado para purificagéo.

Baixo desempenho de ccfDNA em aplicagdes a jusante

a)  Eluato concentrado por centrifugagdo
a vécuo

b)  Transferéncia de esferas

Nao concentre o eluato por centrifugacdo a vécuo (por exemplo,
num SpeedVac® ou instrumento semelhante). Tal pode causar a
degradagdo devido a temperaturas altas e sais concentrados no
eluato e interferir possivelmente com aplicagdes a jusante.

Geralmente, as particulas magnéticas ndo passam para os eluatos. Em
caso de transferéncia, as particulas magnéticas no eluato ndo irdo afetar
a maioria das aplicagdes a jusante. Caso sejam necessdrias porgdes
muito elevadas de eluatos para ensaios especificos a jusante, os eluatos
podem ser centrifugados e fransferidos para um tubo limpo.

Nenhuma transferéncia de amostras ou fransferéncia incompleta

a)  Foi carregado um volume de amostra
incorreto para protocolos padrdo

b)  Bolhas e/ou espuma no tubo de
amostra

Se for carregado um volume de amostra inferior ao especificado,
existe um risco acrescido de sinalizagdo ambigua das amostras ou
de ndo transferéncia da amostra (sinalizagéo invélida).

Carregue o volume de amostra correto, tal como descrito na folha de
protocolo correspondente e na lista de material de laboratério.

As bolhas ou espuma no tubo de amostra e/ou tubo de entrada de
amostra podem resultar na detecdo incorreta do nivel de liquido e
subsequente transferéncia incompleta de amostras. Remova as bolhas
do tubo de amostra.
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Simbolos

Os seguintes simbolos poderdo aparecer nas instrugdes de utilizacdo ou na embalagem e nos

rétulos:

Contém reagentes suficientes para <N> testes Indica o nimero

total de testes de IVD que podem ser realizados com o IVD.

<N>

Prazo de validade

<]

IVD Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Marcacdo CE. Este produto cumpre os requisitos do
Regulamento europeu 2017/746 para dispositivos médicos

de diagnéstico in vitro.

Nimero de catdlogo

NUmero de lote

Numero de material (por exemplo, rotulagem do componente)

Componentes (por exemplo, uma lista do que é incluido)

GEEEE A

Contém (conteido)

3

N
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Némero (por exemplo, frascos)

GTIN Numero global de item comercial

R é a revisdo das instrugdes de utilizacdo (manual) e n é o

nimero da revisdo

Limites de temperatura

Fabricante

Consultar as instrucdes de utilizacdo

Cuidado

E2=] el

Proteinase K

=

Numero do pogo (por exemplo, poco do RC)

Cartucho de reagentes

I >
>
3

Sodium azide Azida de sédio
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Anexo: Quantificacdo de ccfDNA

Devido as concentracdes muito baixas de ccfDNA em materiais de amostra, ndo é
recomendada a medigdo de ADN com um espectrofotémetro. Para determinar a
concentragdo de ccfDNA, deve ser utilizado um ensaio de quantificagdo sensivel e preciso

baseado em fluorescéncia ou um ensaio de realtime PCR.

Se for necessdrio remover particulas magnéticas, aplicar o tubo que contém o ADN num
separador magnético adequado (por exemplo, QIAGEN 12-Tube Magnet, n.° de cat. 36912)

até que as particulas magnéticas estejam separadas.

Se o ADN estiver em microplacas, aplicar a microplaca num separador magnético adequado
(por exemplo, QIAGEN 96-Well Magnet Type A, n.° de cat. 36915) até que as particulas
magnéticas estejam separadas. Se ndo estiver disponivel um separador magnético adequado,
centrifugar o tubo que contm o ADN durante 1 minuto & velocidade méxima numa

microcentrifuga para formar um pellet de todas as particulas magnéticas restantes.
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Informacdes de encomenda

Produto Contetdo N.° de cat.
PreAnalytiX
QIAsymphony PAXgene Blood  Inclui 2 RC, tubos de Proteinase K e 768566
ccfDNA Kit (CEIVD) (192) acessérios
PAXgene Blood ccfDNA 100 tubos: 16 x 100 mm, 1,5 ml de aditivo, 768165
Tubes (CE-IVD) (100) 10 ml de volume de colheita de sangue
QIAGEN
QIlAsymphony SP instrument Médulo de preparacdo de amostras 9001297
QIAsymphony, 1 ano de garantia em
componentes e mdo de obra
Produtos QIAGEN relacionados
Proteinase K (10 ml) 1 frasco de 10 ml 19133
Reagent Cartridge Holder (2)  Suporte de RC para utilizagdo com o 997008
instrumento QlAsymphony SP
Cooling Adapter, 2 ml, v2, Adaptador de arrefecimento para os tubos 9020674
Qsym com tampas roscadas de 2 ml. Para
utilizagdo com a gaveta "Eluate" (Eluato) do
instrumento QIAsymphony SP
Cooling Adapter, EMT, v2, Adaptador de arrefecimento para os 9020730
Qsym suportes EMT. Para utilizagdo com a
gaveta "Eluate" (Eluato) do instrumento
QIAsymphony SP
Cooling Adapter, Snap-Cap ~ Adaptador de arrefecimento para tubos 9020731
Microtube QlAsymphony, Eppendorf® LoBind Snap Cap Safe-Lock
Qsym de 1,5 ml. Para utilizacdo com a gaveta
"Eluate" (Eluato) do instrumento
QIAsymphony SP
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Produto Contetdo N.° de cat.
Sample Prep Cartridges, Cartuchos de preparagdo de amostras de 997002
8-well (336) 8 pogos para utilizagdo com o
instrumento QlAsymphony SP

8-Rod Covers (144) Mangas de 8 barras para utilizagdo com 997004
o instrumento QlAsymphony SP

Filter-Tips, 200 pl (1024) Pontas com filiros descartaveis, em suporte; 990332
(8 x 128). Para utilizagdo com o QlAcube®
e os instrumentos QlAsymphony SP/AS

Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP Pontas com filtros descartaveis, em 997024

(1024) suporte; (8 x 128). Para utilizagdo com
os instrumentos QlAsymphony SP/AS

Tip Disposal Bags (15) Sacos de eliminacdo de pontas para 9013395
utilizacdo com o instrumento
QlAsymphony SP

12-Tube Magnet iman para a separacdo de particulas 36912
magnéticas em 12 tubos x 1,5 ml ou 2 ml

96-Well Magnet Type A iman para a separacdo de particulas 36915
magnéticas em pocos de placas de
96 pogos, 2 x microplacas FB de 96 pogos

Reuse Seal Set (20) Conjuntos de vedantes reutilizveis para 997006
selar RC QlAsymphony parcialmente
usados

Elution Microtubes CL Tubos de polipropileno ndo esterilizados 19588

(24 x 96)

(0,85 ml de capacidade mdxima, menos de
0,7 ml de capacidade de armazenamento,
0,4 ml de capacidade de eluicdo); 2304
em suportes de 96; inclui tiras de tampas
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Produto

Contetdo N.° de cat.

Caps for Elution Microtubes
(50 x 8)

14 ml Falcon Tube

Tampas para microtubos de eluicdo 19591
(50 x 8)

Tubo com base redonda em polistireno Corning,
17 x 100 mm utilizado como 352051

transportador de amostras para o
instrumento QlAsymphony SP

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e rendncias de responsabilidade

especificas do produto, consulte o respetivo manual do kit QIAGEN ou manual do utilizador.

Os manuais do kit QIAGEN e do utilizador estdo disponiveis em www.PreAnalytiX.com e

www.giagen.com ou podem ser pedidos aos Servicos de Assisténcia da QIAGEN ou ao

distribuidor local da QIAGEN.

Histdérico de revisdes do documento

Revisdo

Descricéo

R1, maio de 2021

Versdo inicial
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