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Genel Girig

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit, genomik DNA'nin biyolojik numunelerden izolasyonu ve saflastiriimasi amaciyla silika-membran

teknolojisini (QlAamp teknolojisi) kullanir.

Birden fazla kan 6rneginin es zamanl islenmesi igin tasarlanan QlAamp DSP DNA Blood Mini prosedurleri ile saflastiriimis ve kullanima
hazir DNA elde edilir. Prosediirler, taze veya dondurulmus tam kan ile kullanima ve sitrat veya EDTA ile islem gérmus kan ile kullanima

uygundur.

Kolay QlAamp DSP déndirme ve vakumlama proseddrleri, birden fazla érnegin es zamanli islenmesi icin uygundur. QlAamp déndirme
proseddrlerinden bazilari, yiiksek standardizasyon ve kullanim kolayligi saglamak adina QIAcube® Connect MDx Uzerinde tamamen
otomatik hale getirilebilir. QIAcube Connect MDx, nikleik asitler icin otomatik izolasyon ve saflastirma gercgeklestirir. Tek bir ¢calismada

en fazla 12 6rnek isleyebilir.
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Performans Ozellikleri

Not: Performans Ozellikleri bliyiik dlgiide cesitli faktérlere baglidir ve spesifik asadi akisli uygulama ile ilgilidir. Performans 6zellikleri,
ornek niteliginde asagdi akisli uygulamalar ile birlikte QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit icin belirlenmistir. Bununla birlikte, biyolojik
numuneden niikleik asitleri izole etmeye yonelik yontemler, birgok asagi akisl uygulamada baslangi¢c asamasi olarak kullanilir ve gapraz
kontaminasyon veya calisma kesinligi gibi performans parametrelerinin, asagi akisl uygulama gelistirmenin bir pargasi olarak bu tir is
akiglarinda belirlenmesi gerekir. Dolayisiyla, uygun performans parametrelerini belirlemek Uzere is akisinin tamamini dogrulamak

kullanicinin sorumlulugundadir.

Temel performans ve farkli asagi akigh uygulamalar ile uyum

QIAamp DSP DNA Blood Mini vakumlama prosediriiniin temel performansi, 3,8 x 10%ila 1,34 x 107 hiicre/ml araliinda akyuvar sayisina

sahip saglikh dondrlerden alinan kan igin belirlenmistir (bkz. Sekil 1).
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Sekil 1. 200 pl eliisyon hacmiyle QlAamp DSP DNA Blood Mini vakumlama prosediirii kullanilarak gézlemlenen verim. Saglikli donérlerin akyuvar sayilari
belirlenmistir ve 3,8 x 10 ila 1,34 x 107 huicre/ml araliginda oldugu tespit edilmistir. DNA, 200 pl elisyon hacmiyle QlAamp DSP DNA Blood Mini vakumlama proseduri
kullanilarak kan 6érneklerinden saflastiriimistir. Seksen yedi adet Ugli 6rnek islenmistir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini prosedurlerinde saflastirilan DNA'nin miktari, her bir kan érneginin akyuvar igerigine baghdir. Genomik
DNA, déndirme veya vakumlama proseduru kullanilarak, saghkli dondérlerden alinan 200 pl'lik kan érneklerinden saflastiriir. QlAamp

DSP DNA Blood Mini prosediirleri igin kan érnekleri toplama amaciyla gesitli farkli primer tipler ve antikoagtilanlar kullanilabilir (Tablo 1).
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Tablo 1. Gesitli primer tiipler ve antikoagiilanlar kullanilarak toplanan kan érneklerinden elde edilen DNA'nin ortalama bagil verimleri

Primer tiip Uretici Kat. no. Nominal hacim Ortalama verim*
BD™ Vacutainer® 9NC BD 366007 9ml 6,4 ug
BD Vacutainer K3E BD 36847 10 ml 6,6 pug
BD Vacutainer K2E BD 367864 6 ml 6,4 g
S-Monovette® EDTA Sarstedt® 02.1066.001 9ml 6,5 ug
S-Monovette CPDA1 Sarstedt 01.1610.001 8,5ml 6,3 ug
Vacuette® K3E Greiner Bio-One® 455036 9ml 6,5 ug
Vacuette 9NC Greiner Bio-One 454382 2ml 6,3 ug

Genomik DNA, saglikli donérlerden alinan 200 pl'lik kan 6rneklerinden (4,0 ila 9,0 x 10° hiicre/ml) saflastiriimistir.
* Her bir primer tlp igin ortalama verim, 11 adet Ggerli drnekten belirlenmigtir.

Elisyona tabi tutulan genomik DNA, farkh asagi akish tahlillerde kullanima hazirdir.

Ornek girig/eltat gikis araligi ve DNA safligi

200 pl tam kandan genomik DNA izolasyonu igin farkli elisyon hacimleri segilebilir. Manuel prosedir icin eliisyon hacimleri 50 ile 200 pl
arasinda degisir. Tamamen otomatik dondirme is akigsi igcin 100 ve 200 pl elisyon hacimlerinin ve kismen otomatik dondirme is akisi
icin (manuel lizisten sonra) 100—200 pl (10 pl'lik artiglarla) elisyon hacimlerinin kullanilmasi mimkindir. Daha dusiik hacimlerde ellisyon,
elliat igindeki nihai DNA konsantrasyonunu artirir ancak genel DNA verimini biraz disirir. istenen asa@i akish uygulama igin uygun bir

eliisyon hacmi kullanilmasini dneririz.

Farkli elusyon hacimlerinin, genel DNA konsantrasyonu Uzerindeki etkisi degerlendiriimistir. Sekil 2'de, elisyon hacmi azaltildiginda

elUatlarda DNA konsantrasyonundaki artis gosterilmektedir.
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Sekil 2. Farkl eliisyon hacimleriyle QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit kullanilarak tam kandan DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA konsantrasyonu.
Grafik Gzerindeki her bir gubuk, 32 tekrardan elde edilen sonuglari (ortalama + standart sapma) temsil eder.

Ayrica, DNA safliginin bir gostergesi olarak, test edilen farkli elisyon hacimleri igin 260 ve 280 nm'deki absorbans arasindaki oran
Olgtimustur. Farkli elisyon hacimleri arasinda higbir fark gézlemlenmemistir ve genel olarak ortalama oran, disuk protein

kontaminasyonuna isaret etmistir.
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Kesinlik

QlAcube Connect MDx uzerinde QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit kullanilarak tam kandan insan genomik DNA'sinin otomatik
ekstraksiyonu igin varyasyon katsayilari (Coefficients of Variations, CV'ler) belirlenmistir. Toplam DNA verimi OD 6lguimuyle belirlenmistir.

Tekrarlanabilirlik (tek saflastirma ¢alismasi icinde calisma ici degiskenlik) ve ara kesinlik (farkli operatoérler ile, farkli cihazlarda ve farkli
glnlerde yapilan farkli saflastirma galismalari arasindaki cgalismalar arasi degiskenlik) belirlenmistir. Kesinlik verileri Tablo 2'de

gOsterilmektedir.

Tablo 2. Kesinlik tahminlerinin analizi

Kesinlik CV (%)
Ara kesinlik 1,65
Tekrarlanabilirlik 6,09
Toplam kesinlik 6,24

Manuel vakumlama prosedirl igin, ortalama verimler ve CV'ler, ara kesinligi, tekrarlanabilirligi ve yeniden uretilebilirligi degerlendirmek

Uzere belirlenmistir. Ayrica, kurum igi bir real-time PCR tahlilinde DNA b{tinligu ve performansi analiz edilmistir.

Ornek stabilitesi

Not: Ornek stabilitesi bilyiik dlgiide gesitli faktdrlere baglhdir ve spesifik asadi akisli uygulama ile ilgilidir. Stabilite, 6rnek niteliginde asagi
akisli uygulamalar ile degerlendirilmistir. Laboratuvarinda kullanilan spesifik asagi akisli uygulamanin kullanim talimatlarina bagvurmak

ve/veya uygun saklama kosullarini belirlemek i¢gin is akisinin tamamini dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

EDTA ile islenmis kan 6rneklerini dondurmanin ve ¢ézdirmenin QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit kullanilarak yapilan DNA saflastirma

Uzerindeki etkileri belirlenmistir. Asagi akigli tahlillerde verim (bkz. Sekil 3) veya performansta anlamli bir azalma gézlemlenmemistir.
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Sekil 3. Kan 6rneklerini dondurma ve ¢ézdiirmenin etkileri. EDTA ile islenmis kan, en fazla 3 kez dondurulup ¢ézdirilur ve ardindan, QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit
kullanilarak DNA saflastirmasina tabi tutulur. Hesaplanan DNA verimleri, taze érnekten alinan verime (%100) gére normalize edilmistir. Grafik (izerindeki her bir gubuk,
32 tekrardan elde edilen sonuglari (ortalama * standart sapma) temsil eder.
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ElGat stabilitesi

Not: Ellat stabilitesi bliylik dlglide gesitli faktorlere baglidir ve spesifik asagdi akisl uygulama ile ilgilidir. Stabilite, 6rnek niteliginde asagi
akigli uygulamalar ile birlikte QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit icin degerlendirilmigtir. Laboratuvarinda kullanilan spesifik agagdi akigl
uygulamanin kullanim talimatlarina bagvurmak ve/veya uygun saklama kosullarini belirlemek igin is akisinin tamamini dogrulamak

kullanicinin sorumlulugundadir.

QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit igin eluat stabilitesi, spektrofotometri ve kurum i¢i bir real-time PCR tahlili ile insan kanindan nikleik
asit ekstrakte edildikten sonra degderlendiriimistir. Elisyona tabi tutulan DNA, 4 haftaya kadar 2—-8°C'de saklanabilir. Uzun sureli saklama

icin —20°C'de saklanmasini éneririz.

Olumsuz etkileyen maddeler

Hasta tam kaninda bulunan farkh potansiyel eksojen ve endojen olumsuz etkileyen maddeler, QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ile gDNA

izolasyonundan sonra érnek niteliginde asagi akish tahliller Gzerindeki etkilerini test etmek Gzere kan érneklerine eklenmistir.

Hemoliz (insan hemoglobini), lipemi (trigliseritler) ve sarilik (unkonjuge bilirubin) igin yaygin ilgili potansiyel olumsuz etkileyen maddeler
degerlendirilmistir. Ayrica, toplama tiplnde halihazirda bulunandan g kat daha yuksek K2-EDTA, K3-EDTA ve Na2-EDTA antikoagulan
konsantrasyonunun olumsuz etkisi degerlendirilmistir. Bu potansiyel olumsuz etkileyen maddeler igin ve 6rnegin, tipik olarak kanser
tedavisinde kullanilan ve dolayisiyla hasta érneklerinde bulunmasi muhtemel ilaglar gibi yaklasik 20 ilave potansiyel olumsuz etkileyen

madde i¢in anlamli bir olumsuz etki gézlemlenmemistir.

Not: Testler, ekstrakte edilen nikleik asitlerin kalitesini degerlendirmek amaciyla, érnek niteliginde asagi akish uygulamalar kullanilarak
yapilmistir. Bununla birlikte, farkli asagi akish uygulamalarin saflik bakimindan farkh gereklilikleri (potansiyel olumsuz etkileyen
maddelerin bulunmamasi veya konsantrasyonu) olabilir. Bu nedenle, QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit'in kullanildigi is akislarinda asagi
akish uygulama gelistirmenin bir pargasi olarak, ilgili maddelerin ve ilgili konsantrasyonun da tanimlanmasi ve test edilmesi gerekir.

Potansiyel olarak olumsuz etkileyen maddeler (6rn. ilaglar) ve karsilik gelen konsantrasyon asagi akigli uygulamaya ve bir hastanin olasi
onceki tibbi tedavilerine 6zgudir ve QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit kullanilarak bu tir asagr akish uygulamalarin dogrulanmasi

sirasinda arastiriimasi gerekir.

Not: ISO 20186-2:2019(E) uyarinca, kan toplama tlplerinden heparin, izole edilmis nukleik asitlerin safligini etkileyebilir ve elGatlara olasi
tasinma, bazi asagi akigli uygulamalarda inhibisyonlara neden olabilir. Bu nedenle, plazma hazirhdi icin antikoagulan olarak EDTA veya

sitrat ile islenmis kan 6rneklerinin kullaniimasini éneririz.
Capraz kontaminasyon

QlAcube Connect MDx Uzerinde otomatik nikleik asit saflastirma icin gapraz kontaminasyon riski, 6rnek niteliginde bir QlAamp is akisi
(bir DNA virGisunin 1,00E+07 kopya/ml plazma ve serum Ornekleriyle birlikte QlAamp DSP Virus Spin) kullanilarak alternatif dama
gruplariyla (déntsimlu olarak pozitif ve negatif 6rnekler) bes adet 12 drnekli calisma gerceklestirilerek analiz edilmistir. Ekstraksiyon
galismalari sirasinda negatif érneklerin potansiyel kontaminasyonu, daha sonra elGatlarin kurum igi bir real-time PCR tahlili kullanilarak
analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Ornekler arasi veya galigsmalar arasi taginma bakimindan gapraz kontaminasyon tespit edilmemistir.
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Semboller

Bu belgede asagidaki semboller yer almaktadir. Kullanim talimatlarinda veya ambalaj ve etiketlerde kullanilan sembollerin tam listesi igin
lGtfen el kitabina bakin.

Sembol Sembol tanimi
c € Bu urun, in vitro tani amacl tibbi cihazlar icin Avrupa YoOnetmeligi 2017/746'nin gerekliliklerini
karsilamaktadir.
IVD in vitro tani amagli tibbi cihaz
Katalog numarasi
Rn R, Kullanim Talimatlari revizyonu olup n ise revizyon numarasidir
Uretici
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Revizyon Gegmigi

Revizyon Aciklama

R1, Haziran 2022 Versiyon 3, Revizyon 1

e |VDRile uyum icin versiyon 3'e guncelleme

o Performans 6zelliklerinin kit el kitabindan bu belgeye aktarilmasi ve
glncellenmesi:

o  Temel performans ve farkli agagdi akigli uygulamalar ile uyum
bélimune Saflastiriimis DNA'nin verimi béliminin ve Asagi akisli
tahlilde performans boliminin aktariimasi

o  Ornek giris/elliat ¢ikis araligi ve DNA safligi bélimiiniin eklenmesi
o Kesinlik béliminun eklenmesi

o ElGat stabilitesi bolimuntn gincellenmesi

o  Ornek stabilitesi bélimiiniin eklenmesi

o  Olumsuz etkileyen maddeler béliminin eklenmesi

o  Gapraz kontaminasyon bolimundn eklenmesi

o  Semboller boliminin eklenmesi

o Revizyon gegmisi bolimundn eklenmesi

Gincel lisanslama bilgileri ve urtine 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el
kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribitérinizden
istenenbilir.

Ticari Markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QlAcube®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.); Vacuette® (Greiner Bio-One GmbH);. Bu
belgede gegen tescilli adlar, ticari markalar vb. agikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.

HB-3030-D01-001 © 2022 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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