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Introducdo geral

O QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit utiliza a tecnologia de membrana de silica (tecnologia QlAamp) para o isolamento e a purificagdo

do ADN gendmico de amostras biolégicas.

Os procedimentos do QlAamp DSP DNA Blood Mini, que foram concebidos para permitir o processamento simultdneo de varias amostras
de sangue, produzem ADN puro pronto para ser utilizado. Estes procedimentos sdo adequados para serem utilizados com amostras de

sangue total fresco ou congelado, tratado com citrato ou EDTA.

Os procedimentos de centrifugagdo e vdcuo simples do QlAamp DSP sdo adequados para o processamento simultdneo de vérias amostras.
Alguns dos procedimentos de centrifugacdo do QlAamp podem ser totalmente automatizados no QlAcube® Connect MDx para uma maior
padronizacdo e facilidade de utilizagdo. O QlAcube Connect MDx redliza o isolamento e a purificagdo automatizados de dcidos

nucleicos. Pode processar até 12 amostras em cada execucdo.
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Caracteristicas de desempenho

Nota: As caracteristicas de desempenho sdo altamente dependentes de vdrios fatores e estd relacionada com a aplicagdo a jusante
especifica. As caracteristicas de desempenho foram estabelecidas para o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit em conjunto com aplicagdes
a jusante exemplares. No entanto, métodos para isolar dcidos nucleicos de espécimes biolégicos sdo utilizados como interface para
mdltiplas aplicacdes a jusante e parémetros de desempenho tais como a contaminagdo cruzada ou a preciséo de execucdo precisam de
ser estabelecidos para qualquer fluxo de trabalho como parte do desenvolvimento da aplicagdo a jusante. Assim, o utilizador é responsavel

por validar a totalidade do fluxo de trabalho para estabelecer parédmetros de desempenho adequados.

Desempenho bdsico e compatibilidade com vdrias aplicagdes a jusante

O desempenho bdsico do procedimento de vacuo do QlAamp DSP DNA Blood Mini foi deferminado para sangue de dadores saudaveis

com uma contagem de glébulos brancos de 3,8 x 10° para 1,34 x 107 células/ml (ver Figura 1).
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Figura 1. Rendimento observado utilizando o sistema de vécuo do QlAamp DSP DNA Blood Mini com um volume de eluicdo de 200 pl. A contagem de glébulos brancos de
dadores saudaveis foi determinada e situou-se dentro do intervalo de 3,8 x 10° 1,34 x 107 células/ml. Purificou-se ADN a partir das amostras de sangue utilizando o
procedimento de vacuo do QlAamp DSP DNA Blood Mini com um volume de elui¢do de 200 pl. Oitenta e sete triplicados de amostras foram processados.

RENDIMENTO (pg/amostra)

A quantidade de DNA purificado resultante do procedimento do Kit QlAamp DSP DNA Blood Mini, depende da quantidade de glébulos
brancos contidas em cada amostra de sangue. Utilizando o procedimento de centrifugagdo ou vécuo, o ADN gendmico é purificado a
partir de 200 pl de amostras de sangue de dadores sauddveis. Podem ser utilizados vdrios tubos primdrios e anticoagulantes diferentes

para realizar a colheita das amostras de sangue para os procedimentos do QlAamp DSP DNA Blood Mini (Tabela 1).
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Tabela 1. Rendimentos médios relativos de ADN a partir de amostras de sangue colhidas com vérios tubos primérios e anticoagulantes

Tubo primdrio Fabricante N.° de cat. Volume nominal Rendimento médio*
BD™ Vacutainer® 9NC BD 366007 9 ml 6,4 pg
BD Vacutainer K3E BD 36847 10 ml 6,6 pg
BD Vacutainer K2E BD 367864 6ml 6,4 pg
S-Monovette® EDTA Sarstedt® 02.1066.001 9 ml 6,5 pg
S-Monovette CPDA1 Sarstedt 01.1610.001 8,5 ml 6,3 pg
Vacuette® K3E Greiner Bio-One® 455036 9 ml 6,5 pg
Vacuette 9NC Greiner Bio-One 454382 2 ml 6,3 pg

O ADN genémico foi purificado a partir de 200 pl de amostras de sangue de dadores sauddveis (4,0 a 9,0 x 10¢ células/ml).
* Para cada tubo primdrio, o rendimento médio ¢ determinado a partir de 11 triplicados de amostras.

O ADN genémico eluido estd pronto a ser utilizado em diferentes ensaios a jusante.

Intervalo de entrada de amostra/saida de eluato e pureza do ADN

Podem ser selecionados diferentes volumes de elui¢do para isolamento de ADN genémico a partir de 200 pl de sangue total. Para o procedimento
manual, os volumes de eluicdo variam de 50 a 200 pl. Para o fluxo de trabalho de rotacdo totalmente automatizado, 100 e 200 pl sdo possiveis
volumes de eluigdo e para o fluxo de trabalho de rotagdo parcialmente automatizado (apés lise manual), 100-200 pl (em incrementos de 10 pl)

sdo possiveis volumes de eluicdo. Se a eluicdo for feita em volumes menores, a concentracdo final de ADN aumenta, mas o rendimento sofre uma

ligeira reducdo. Recomendamos que seja utilizado um volume de eluicdo apropriado para a aplicacdo a jusante pretendida.

Foi avaliado o efeito de diferentes volumes de eluicdo na concentracdo geral de ADN. A figura 2 mostra um aumento da concentragdo

de ADN em eluatos quando o volume
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Figura 2. Concentracéo de ADN obtida apés isolamento de ADN do sangue total utilizando o QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit com diferentes volumes de eluicgo. Cada barra

do gréfico representa os resultados de 32 réplica

Adicionalmente, como indicador da pureza do ADN, foi medida a proporgdo entre uma absorvéncia a 260 e 280 nm para os diferentes

volumes de eluicdo testados. N&o foi observada diferenca entre os diferentes volumes de eluicdo e, no geral, a propor¢do média indicou

uma baixa contaminagdo da proteina.
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Precisdo

Os coeficientes de variagdes (Coefficients of Variations, CVs) foram determinados para a extracdo automatizada de ADN gendmico
humano de sangue total utilizando o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit no QlAcube Connect MDx. O rendimento do ADN foi determinado

através da medicdo de OD.

Foi determinada a repetibilidade (variabilidade intraexecugdes numa execucdo de purificacdo) e a precisdo intermédia (variabilidade
infer-execucdes através de diferentes execugdes de purificacdo com diferentes operadores, em diferentes instrumentos e em diferentes dias).

Os dados de precisdo sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Andlise de célculos de precisdio

Precisdo CV (%)
Precisd@o intermédia 1,65
Repetibilidade 6,09
Precisdo total 6,24

Para o procedimento de vacuo manual, foram deferminados e avaliados rendimentos médios e CVs para verificar a precisdo infermédia, a
repetibilidade e a reprodutibilidade. Para além disso, foram analisados a integridade e o desempenho do ADN num ensaio de realtime PCR

interno.
Estabilidade da amostra

Nota: A estabilidade da amostra é altamente dependente de vérios fatores e relaciona-se com a aplicacdo a jusante especifica. Foi
avaliada com aplicagdes a jusante exemplares. E responsabilidade do utilizador consultar as instrucdes de utilizagdo da aplicacao a
jusante especifica utilizada no seu laboratério e/ou validar todo o fluxo de trabalho para estabelecer condigdes de armazenamento

apropriadas.

Os efeitos do congelamento e descongelamento das amostras de sangue tratadas com EDTA sobre a purificacdo do DNA, quando utilizado
o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit, foram determinados. Néo foi observada uma diminuicdo de rendimento (ver Figura 3) ou de

desempenho em ensaios a jusante.
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Figura 3. Efeitos do congelamento e descongelamento de amostras de sangue. O sangue tratado com EDTA foi congelado e descongelado até 3 vezes e, em seguida, foi
submetido a purificagdo de ADN com o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Os rendimentos calculados de ADN s&o normalizados para o rendimento de uma amostra fresca
(100%). Cada barra do gréfico representa os resultados de 32 réplicas (média + desvio padréo).
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Estabilidade do Eluato

Nota: A estabilidade do eluato é altamente dependente de vdrios fatores e relaciona-se com a aplicacdo a jusante especifica. Foi avaliada
para o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit em conjunto com aplicacdes a jusante exemplares. E responsabilidade do utilizador consultar as
instrugdes de utilizacdo da aplicagdo a jusante especifica utilizada no seu laboratério e/ou validar todo o fluxo de trabalho para

estabelecer condicdes de armazenamento apropriadas.

A estabilidade do eluato para o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit foi avaliada apés a extracdo de dcido nucleico de sangue humano
com espetrofotometria e um ensaio de realtime PCR interno. O ADN eluido pode ser armazenado a 2-8 °C durante um periodo méximo

de 4 semanas. Para periodos de armazenamento de longa duragdo, recomendamos o armazenamento a -20 °C.

Substéncias interferentes

Diferentes substdncias exégenas e endégenas potencialmente interferentes presentes no sangue total dos doentes foram enriquecidas em
amostras de sangue para testar o seu impacto em ensaios a jusante exemplares, apés isolamento do gDNA com o QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit.

Foram avaliadas potenciais substdncias interferentes comuns para a hemdlise (hemoglobina humana), lipemia (triglicéridos) e ictericia
(bilirrubina ndo conjugada). Além disso, foi avaliado o efeito interferente da concentragdo de K2-EDTA, K3-EDTA, e Na2-EDTA trés vezes
maior do que a | presente no tubo de colheita. Néo foi observado um impacto negativo tanto para estes potenciais interferentes como
para aproximadamente 20 outros, tais como medicamentos utilizados para, por exemplo, o fratamento de cancro, suscetiveis de serem

encontrados em amostras de doentes.

Nota: A testagem foi realizada utilizando aplicagdes a jusante exemplares para uma avaliacdo da qualidade dos dcidos nucleicos
extraidos. No entanto, diferentes aplicacdes a jusante poderdo ter diferentes requisitos no que diz respeito & pureza (por ex., auséncia ou
concentracdo de potenciais substéncias inferferentes), pelo que a identificacdo e festagem de substdncias relevantes e respetiva
concentracdo deve ser estabelecida como parte do desenvolvimento da aplicagéo a jusante para qualquer fluxo de trabalho que envolva
o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit.

Quaisquer potenciais substéncias interferentes (por ex., medicamentos) e a concentracdo correspondente sdo bastante especificas da
aplicagdo a jusante e de possiveis tratamentos médicos anteriores de um paciente e devem ser investigadas durante a verificagdo de tal
aplicacdo a jusante utilizando o QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit.

Nota: De acordo com a norma ISO 20186-2:2019(E), a heparina de tubos de colheita de sangue pode impactar a pureza de dcidos
nucleicos isolados e a possivel transferéncia para eluatos pode causar inibicdes em certas aplicacdes a jusante. Assim sendo, para a

preparacdo de plasma, recomendamos a utilizacdo de amostras de sangue tratadas com EDTA ou citrato como anticoagulante.

Contaminacdo cruzada

O perigo de contaminacdo cruzada para a purificagdo automatizada de dcido nucleico no QlAcube Connect MDx foi analisado através
da realizagdo de cinco execucdes de 12 amostras com lotes de verificagdo alternadas (amostras positivas e negativas alternadas),
utilizando um fluxo de trabalho do QlAamp exemplar (QlAamp DSP Virus Spin em conjunto com amostras de plasma e de soro de
1.00E+07 cépias/ml de um virus de ADN). Uma potencial contaminagdo das amostras negativas durante as execugdes de extragdo foi
avaliada através de uma andlise subsequente dos eluatos utilizando um ensaio de real-time PCR interno. N&o foi defetada contaminagdo

cruzada na transferéncia de amostra para amostra ou de execugdo para execugdo.
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Simbolos

Os seguintes simbolos sdo apresentados neste documento. Para uma lista completa dos simbolos utilizados nas instrucdes de utilizacao,

na embalagem ou na rotulagem, consulte o manual.

Simbolo Definicéio do simbolo
c € Este produto cumpre os requisitos do Regulamento europeu 2017/746 para dispositivos médicos de
diagnéstico in vitro.
IVD Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Nimero de catélogo
Rn R refere-se & revisdo das Instrucdes de utilizacdo e n é o nimero da revisdo
Fabricante
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Historico de revisoes

Revisdo Descricao

R1, junho de 2022 Versdo 3, Revisdo 1

e Atualizagdo para versdo 3 para conformidade com o RDIV

e Transferéncia e atualizagdo da seccdo Caracteristicas de desempenho do

manual do kit para este documento:

¢)

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e rendncias de responsabilidade especificas do produto, consulte o respetivo manual

do utilizador ou manual do kit QIAGEN. Os manuais do utilizador e os manuais dos kits QIAGEN estdo disponiveis em www.qgiagen.com

Transferéncia da secgdo Rendimento de ADN purificado e da
secgdo Desempenho em ensaios a jusante no capitulo Desempenho
bésico e compatibilidade com diferentes aplicagdes a jusante

Adicdo da seccdo Intervalo de entrada de amostra/saida de
eluato e pureza do ADN

Adicdo da seccdo Precisdo

Atualizacdo da seccdo Estabilidade do eluato
Adicdo da seccdo Estabilidade da amostra
Adicdo da seccdo Substdncias interferentes
Adicdo da seccdo Contaminagdo cruzada
Adicdo da seccdo Simbolos

Adicdo da seccdo Histérico de revisdes

ou podem ser solicitados aos Servigos de Assisténcia da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAcube®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.); Vacuette® (Greiner BioOne GmbH);.
Os nomes registados, as marcas comerciais efc. utilizados neste documento, mesmo quando néo assinalados especificamente como tal, devem ser considerados como protegidos por lei.

HB-3030-D01-001 © 2022 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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