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Introducdo geral

Os QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits destinam-se ao uso somente em conjunto com o QlAsymphony SP.

Os QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits fornecem reagentes para a purificagdo totalmente automatizada e simulténea de dcidos
nucleicos virais e bacterianos. Os kits podem ser usados para purificar dcidos nucleicos de um amplo espetro de virus de DNA e RNA e
também de DNA bacteriano de bactérias gram-negativas e gram-positivas. Contudo, ndo foram estabelecidas caracteristicas de

desempenho para cada espécie de virus ou bactéria, sendo que as mesmas devem ser validadas pelo usuério.

A tecnologia de particulas magnéticas permite a purificacdo de dcidos nucleicos de alta qualidade isentos de proteinas, nucleases e outras
impurezas. Os é&cidos nucleicos purificados estdo prontos para serem usados diretamente em aplicagdes a jusante, como reagdes em
amplificacdo (PCR). O QlAsymphony SP executa todas as etapas do processo de purificagdo. Em uma dnica execugdo, sdo processadas

até 96 amostras em lotes de até 24.

A seguir, exibem-se os dados de desempenho selecionados para diferentes aplicacaes.
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Caracteristicas de desempenho

Nota: As caracteristicas de desempenho dependem muito de vérios fatores e estdo relacionadas & aplicacdo a jusante especifica. Elas
foram estabelecidas para o QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit em conjunto com as aplicagdes a jusante exemplares. Contudo, os
métodos para isolar dcidos nucleicos de espécimes bioldgicas sdo usados como um frontend para diversas aplicagdes a jusante. Os
pardmetros de desempenho, tais como contaminagdo cruzada ou precisdo de execucdo, precisam ser estabelecidos para qualquer fluxo
de trabalho como parte do desenvolvimento da aplicagéo a jusante. Portanto, o usudrio é responsdvel por validar todo o fluxo de trabalho

de modo a estabelecer os parémetros de desempenho adequados.
Desempenho bdsico e compatibilidade para diferentes aplicacdes a jusante

O desempenho bdsico do QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit foi avaliado usando o RNA do HIV-1 como virus de exemplo. Os testes
foram realizados com diluicdes de painéis de virus quantificados feitos em plasma humano negativo para o HIV-1. Foram testadas séries
de dilui¢do com 7 titulos virais diferentes com até 6 réplicas cada, purificadas com o procedimento QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit
e analisadas para HIV-1 com um ensaio RT-PCR feito internamente (Figura 1). Os dcidos nucleicos virais foram purificados a partir de

amostras de 1000 pl com um volume de eluicdo de 60 pl.

Além disso, os dcidos nucleicos virais e bacterianos e diferentes aplicacdes a jusante qPCR foram usados durante o desenvolvimento do

kit para demonstrar que os dcidos nucleicos isolados sGo compativeis com diferentes aplicacdes a jusante (Tabela 2-Tabela 7, Figura 2 e

Figura 3).
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Figura 1. Rendimentos observados usando o protocolo Virus Cellfree 1000 com séries de diluicéo virais e um ensaio RT-PCR feito internamente para o RNA do virus HIV-1.

Precisdo

Os desvios padrdo e os coeficientes de variacdo (coefficients of variations, CVs) foram determinados para séries de diluicdo de HIV-1 no
intervalo linear dos ensaios posteriores apropriados. Para a andlise de precisdo, foram usados os mesmos ensaios posteriores que na
determinagdo do desempenho bésico (Figura 1). Os dados de precisdo entre ensaios sdo exibidos na Tabela 1. Para cada membro do

painel, foram extraidas 5 ou 6 réplicas no QlAsymphony SP.

Instrucdes de uso (Caracteristicas de desempenho) do QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit  06/2022 3



Tabela 1. Preciséo entre ensaios do protocolo Virus Cellfree 1000 usando um ensaio RT-PCR feito infernamente para o RNA do virus HIV-1

Membro do painel n Ul/ml CV (%) log Ul/ml DP (log Ul/ml)
1 6 1.835.700 30,04 6,24 0,15
2 [¢) 199.931 26,99 5,28 0,13
3 5 13.785 21,02 4,13 0,09
4 5 1363 17,49 BAIS! 0,09
5 6 642 24,82 2,79 0,12
[¢) [¢) 294 31,12 2,44 0,16
7 6 123 23,25 2,08 0,11

Repetibilidade dos protocolos Complex 200, 400 e 800

O DNA de Chlamydia trachomatis foi purificado no QlAsymphony SP a partir de 200, 400 e 800 pl de urina e eluido em 110 pl. Para
cada protocolo (Complex200_V5_DSP, Complex400_V3_DSP e Complex800_V5_DSP), um operador realizou 3 execugdes individuais

no mesmo instrumento, em 3 dias diferentes, sendo que cada execucdo consistiu em 4 lotes de 22 amostras.

Tabela 2. Repetibilidade do protocolo Complex 200 usando um ensaio de C. trachomatis feito internamente

Execugdo Lote n Média de C; DP CV (%)
1 1 22 28,74 0,32 1,10
2 22 29,03 0,49 1,68
3 22 29,00 0,53 1,84
4 22 29,04 0,45 1,55
2 1 22 28,26 0,36 1,28
2 22 28,90 0,27 0,93
3 22 28,84 0,26 0,91
4 22 28,94 0,31 1,08
3 1 22 27,87 0,39 1,40
2 22 28,35 0,32 1,12
3 22 28,52 0,28 0,97
4 22 28,94 0,32 1,09

Nomero total de amostras = 264

Média geral = 28,70

Tabela 3. Preciséo do protocolo Complex 200 usando um ensaio de C. #rachomatis feito internamente

Lote a lote na mesma execucdo (Sewr) Execugdo a execucdo (Ser) Total (S,)
DP 0,46 0,26 0,53
CV (%) 1,60 0,91 1,84
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Tabela 4. Repetibilidade do protocolo Complex 400 usando um ensaio de C. frachomatis feito internamente

Execugdo Lote n Média de Cr DP CV (%)

1 1 22 27,32 0,43 1,57

3 22 27,54 0,44 1,61

2 1 22 28,07 0,46 1,62

3 22 28,47 0,55 1,95

3 1 22 27,85 0,53 1,89

3 22 28,09 0,87 3,11

Ndmero total de amostras = 264

Tabela 5. Preciséo do protocolo Complex 400 usando um ensaio de C. frachomatis feito internamente

Lote a lote na mesma execuc@o (Sewr) Execugdo a execucdo (Ser) Total (S,)

DP 0,51 0,52 0,73

Tabela 6. Repetibilidade do protocolo Complex 800 usando um ensaio de C. frachomatis feito internamente

Execugdo Lote n Média de Cr DP CV (%)

1 1 22 26,04 0,34 1,32

3 22 26,81 0,47 1,76
7 R 2

2 1 22 26,17 0,29 1,10
o2 s e s

3 22 26,11 0,34 1,31
s = s o e

3 1 22 26,05 0,33 1,25
.

3 22 25,72 0,41 1,60

Ndmero total de amostras = 264
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Tabela 7. Preciséo do protocolo Complex 800 usando um ensaio de C. #rachomatis feito internamente

Lote a lote na mesma execugdo (Sewr) Execugdo a execucdo (Ser) Total (S)
DP 0,46 0,00 1,76
CV (%) 0,46 0,00 1,76

Estabilidade do eluato

Nota: A estabilidade do eluato depende muito de vdrios fatores e estd relacionada & aplicacdo a jusante especifica. Ela foi estabelecida
para o QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit em conjunto com as aplicagdes a jusante exemplares. O usudrio é responsdével por consultar
as instrugdes de uso da aplicagdo a jusante especifica usada em seu laboratério e/ou validar todo o fluxo de trabalho para estabelecer

as condicdes de armazenamento adequadas.

A estabilidade do eluato para o QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit foi avaliada usando 4cido nucleico extraido da urina fortificada
com material padrdo de HIV e de CMV. A estabilidade do &cido nucleico foi determinada com ensaio de realtime PCR feito internamente
para HIV e CMV. A estabilidade do eluato a 2-8 °C néo foi afetada pela duracdo do periodo de armazenamento de até um més. Contudo,

para tempos de armazenamento de mais de 24 horas, recomendamos o armazenamento de dcidos nucleicos purificados a -20 °C.
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Figura 2. Estabilidade do RNA do HIV em eluatos. O material padrdo de HIV, fortalecido em urina, foi purificado no QIAsymphony SP usando o protocolo Complex 200. Os
eluatos foram incubados por 31 dias a 2-8 °C. Um ensaio de realtime PCR feito internamente para HIV foi usado para detecg@o em momentos regulares. Os eluatos foram
analisados em réplicas de 8.
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Figura 3. Estabilidade do CMV em eluatos. O material padrdo de CMV, fortalecido em urina, foi purificado no QlAsymphony SP usando o protocolo Complex 200. Os eluatos
foram incubados por 31 dias a 2-8 °C. Um ensaio de real4ime PCR feito internamente para CMV foi usado para detecgdo em momentos regulares. Os eluatos foram
analisados em réplicas de 8.
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Substéncias interferentes

Diferentes interferentes potencialmente endégenos e exégenos foram fortificados em plasma com EDTA, CSF, urina e meio para transporte
(eNAT) com materiais com virus para festar seu impacto em ensaios posteriores apés o preparo de amostras com o QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit. Os inferferentes potencialmente relevantes comuns e seus respectivos materiais de amostra testados estdo listados
abaixo na Tabela 8. Nao foi observado nenhum impacto negativo significativo para os interferentes listados e para os mais de 80

interferentes potencialmente adicionais.

Tabela 8. Substéncias potencialmente interferentes testadas com diferentes materiais de amostra

Substéancias interferentes Plasma LCR Urina eNAT

Albumina (sérica humana) V Vv
Bilirrubina v N
Eritrécitos v Vv
Gamaglobulina

gDNA

Hemoglobina

RNA total de figado humano
Triglicerideo (intralipideo)
EDTA

Heparina

< S S 2 2 =

Solucdo de aménio
Glicose

Muco

Sangue

Leucécito

= < 2 =2 =
<

pH 4, pH 9

Nota: "y" indica quais materiais de amostra foram testados para a respectiva substancia potencialmente interferente.

Quaisquer substancias potencialmente interferentes (por ex., medicamentos) e a concentra¢do correspondente sdo muito especificas a
aplicacdo a jusante e a possiveis tratamentos médicos anteriores de um paciente e precisam ser investigadas durante a verificagdo de tal

aplicagdo a jusante usando os QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits.

Nota: Os testes foram realizados usando aplicagdes a jusante exemplares para uma avaliagdo da qualidade dos dcidos nucleicos
extraidos. Contudo, as diferentes aplicagdes a jusante podem tfer requisitos diferentes em relagdo & pureza (ou seja, a auséncia ou
concentracdo de substdncias potencialmente interferentes), assim, a identificacdo e o teste de substdncias relevantes e respectivas
concentracdes também precisam ser estabelecidos como parte do desenvolvimento de aplicacdes a jusante para qualquer fluxo de trabalho

envolvendo os QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits.
Nota: De acordo com a ISO 20186-2:2019(E), a heparina dos tubos de coleta de sangue pode afetar a pureza dos dcidos nucleicos

isolados e um possivel carryover nos eluatos pode causar inibicdes em algumas aplicagdes a jusante. Portanto, recomendamos o uso de

amostras de sangue tratadas com EDTA ou citrato como anticoagulante para a preparagdo do plasma.
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Contaminagdo cruzada

O risco de contaminagdo cruzada dos QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits foi analisado realizando trés execugdes de 96 amostras no
instrumento QIAsymphony SP com lotes quadriculados alternados (amostras positivas e negativas alternadas). Foram usados plasma
humano com EDTA e urina fortificada com material de HIV (2,93E+07 e >1,00E+07 IU/ml, respectivamente) como um sistema modelo.
O preparo de amostras foi realizado usando todos os protocolos disponiveis (para aplicagdes Virus Cellfree e de complexo patégeno).
Uma possivel contfaminagdo das amostras de plasma negativo e de urina duranfe as execucdes de extracdo foi avaliada pela andlise
subsequente dos eluatos usando um ensaio RT-PCR feito internamente para o virus HIV. Nao foi detectada nenhuma contaminagdo cruzada

para carryover de amostra a amostra, lote a lote ou execucdo a execucdo.
Intervalo de entrada de amostra/saida de eluato

E possivel selecionar diferentes entradas de amostra e volumes de eluicéo para o preparo de amostras usando os QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kits. Para obter mais detalhes, consulte as fichas de protocolo disponiveis na guia de recursos da pégina de produto em
www.qiagen.com. Foram realizados estudos de correlacdo exemplares para plasma com EDTA fortificado com material de virus HBV e
HIV usando os protocolos Cellfree 200 e Cellfree 1000 para analisar a influéncia dos trés volumes de eluicao diferentes. Os resultados
ndo mostram diferencas significativas na quantificacdo de um virus de RNA ou DNA usando o protocolo Cellfree 200 ou Cellfree 1000

em conjunto com um dos trés volumes de eluigdo diferentes (60, 85 e 110 pl)
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Simbolos

Os seguintes simbolos aparecem neste documento. Para obter uma lista completa dos simbolos usados nestas instrugdes de uso ou na

embalagem e etiqueta, consulte o manual.

Simbolo Definicéio do simbolo
c € Este produto atende aos requisitos do Regulamento Europeu 2017/746 para dispositivos médicos de
diagnéstico in vitro.
IVD Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Ndmero de referéncia
Rn R representa a revisdo das Instrugdes de uso e n representa o nimero de revisdo
Fabricante
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Histdrico de revisoes

Revisdo Descri¢do

R1, junho de 2022 Versdo 2, Revisdo 1
e Atualizagdo para a versdo 2 para conformidade com o IVDR

e Transferéncia da segdo Intervalo linear para a segdo Desempenho bésico e
compatibilidade para diferentes aplicacdes a jusante

e Extensdo da secdo Estabilidade do eluato

e Adicdo da secdo Substancias interferentes

e Adicdo da secdo Contaminacédo cruzada

e Adicdo da secdo Intervalo de entrada de amostra/saida de eluato

e Adicdo da secdo Simbolos

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e isengdes de responsabilidade especificas do produto, consulte o manual do usudrio
ou o manual do kit QIAGEN respectivo. Os manuais do usudrio e os manuais de kits QIAGEN estdo disponiveis em www.qgiagen.com ou
podem ser solicitados & Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.

Marcas registradas: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony® (QIAGEN Group). Os nomes registrados, as marcas registradas etc. utilizados neste documento, mesmo quando ndo marcados especificamente como tal, devem ser considerados

profegidos pela lei.
06/2022 HB-3028-D01-001 © 2022 QIAGEN. Todos os direitos reservados.
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