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Allman introduktion

QIAsymphony DSP DNA Kits &r avsedda att endast anvéndas i kombination med QlAsymphony SP.

QlAsymphony DSP DNA Mini Kits tillhandahéller reagenser fér automatiserad rening av totalt DNA fréin humant helblod, buffy coat, vévnad
och formalinfixerade, paraffininbaddade (FFPE) vavnadsprover, liksom viralt DNA frén humant helblod. QIAsymphony DSP DNA Midi Kits
tillhandahdller reagenser fér automatiserad rening av totalt DNA fran humant helblod och buffy coat. Prestandaegenskaperna fér varje

blodprovtagningsrér eller vavnadstyp har emellertid inte faststéllts, utan méste valideras av anvéndaren.

Magnetisk partikelteknik maijliggér rening av hégkvalitativa nukleinsyror som @r fria frén proteiner, nukleaser och andra orenheter. Renade
nukleinsyror &r redo for direkt anvéndning i nerstrdmsapplikationer som amplifieringsreaktioner (PCR). QIAsymphony SP utfér alla steg av

reningsproceduren. Upp till 96 prover, i batcher p& upp till 24, bearbetas i en enda kdrning.

| féljande visas utvalda prestandadata fér de olika applikationerna.
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Prestandaegenskaper

OBS! Prestandaegenskaper beror p& olika faktorer och relaterar till den specifika nerstrdmsapplikationen. Det har etablerats for
QIAsymphony DSP DNA Mini och Midi Kits tillsammans med nerstrémsapplikationer som exempel. Dock anvénds metoder fér att isolera
nukleinsyror frén biologiska prov som en ingéng fill multipla nerstrémsapplikationer. Prestandaegenskaper som korskontaminering eller
koérningsprecision maste etableras fér alla sédana arbetsfléden som en del av utvecklingen av nerstrémsapplikationen. Darfér ar det

anvandarens ansvar att validera hela arbetsflédet for att etablera lampliga prestandaegenskaper.
Grundlaggande prestanda och kompatibilitet med olika nerstromsapplikationer
DNA-blod och buffy coat

DNA-utbyte

Grundléggande prestanda fér QlAsymphony DSP DNA Mini Kit utvdrderades med anvéndning av olika provtagningsrér och
antikoagulanter, s&val som farskt och fruset humant helblod. Helblod samlades in frén 3 friska donatorer (antal vita blodkroppar [WBC]
4,0 till 11,0 x 10 celler/ml) i 3 olika rértyper: EDTA, 10 ml BD™ Vacutainer® 16 x 100 mm (K2-EDTA); citrat, 2,7 ml Sarstedt® S-
Monovette® ONC Tube 13 x 75 mm (citrat); heparin, 7,5 ml Sarstedt S-Monovette 15 x 92 mm (li-heparin). Blod anvéndes antingen férskt
(Forvarat vid 2-8 °C) eller fryst (forvarat vid -20 °C). Genomiskt DNA renades frén prover om 200 pl, med 4 replikat per givare och rértyp,
med anvéndning av protokollet fér QlAsymphony DSP DNA Mini Kit och 200 DSP-protokoll med en elueringsvolym p& 200 pl. DNA-utbyte

och -renhet faststdlldes genom spekirotropisk analys (figur 1).
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Figur 1. DNA-utbyte och -renhet med anvéndning av olika provtagningsrér och antikoagulanter med férskt och fryst humant helblod. A DNA-utbyte, staplarna visar det absoluta
DNA-utbytet med standardavvikelse. B DNA-renhet, staplarna visar DNA-renheten med standardavvikelse.

Bruksanvisning fill QIAsymphony DSP DNA Kit (prestandaegenskaper)  06/2022 3



DNA:integritet

Long-range PCR-produkter (5 kb) amplifierades med anvéndning av LongRange PCR-analys (figur 2).

¢
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Figur 2. DNA-integritet testad med long-range PCR. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder. A Helblod tappades fran 4 friska blodgivare (D, donor) i BD K2E-rér. Genomiskt
DNA f&r l&ngsiktigt PCR renades frén 200 pl alikvoter i tripple med QIAsymphony DSP DNA Mini Kit och blod 200 DSP-protokoll med en elueringsvolym p& 200 pl. D1, givare
1; D2, givare 2; D3, givare 3; och D4, givare 4. B Helblod tappades fran 3 friska givare i BD K2E-rér och buffy coat férbereddes. Genomiskt DNA renades fran 200 pl
alikvoter i 6 replikat med QIAsymphony DSP DNA Mini Kit och buffy coat 200 DSP-protokoll med en elueringsvolym p& 200 pl. D1, givare 1; D2, givare 2; och D3, givare 3. C
Kontroller: PC, positiv kontroll; och NC, negativ kontroll.

Korrelation mellan DNA-utbyte till WBC-antal

Prestationen fér QIAsymphony DSP DNA Blood- och Buffy Coat-appliceringarna utvérderades med anvéndning av blod- och buffy coat-
prover med 6 olika WBC-antal fér varje provtyp. Fér helblod varierade WBC+alen fran 4 x 10 celler/ml ill 11,6 x 10¢ celler/ml, och for
buffy coat varierade talen fran 2,2 x 107 celler/ml till 5,6 x 107 celler/ml. DNA-utbyten faststélldes med spekiroskopisk analys och ritades
upp som en kurva mot WBC+alet (figur 3).
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Figur 3. Korrelation mellan DNA-utbyte till WBC-antal. A Genomiskt DNA renades frén 1 ml humant helblod med anvéndning av protokollet for QlAsymphony DSP DNA Midi Kit
och DSP DNA Blood 1000 med en elueringsvolym pé& 500 pl. Staplarna visar det absoluta DNA-utbytet med standardavvikelse. B Genomiskt DNA renades fréin 400 ml buffy
coat med anvéndning av protokollet fér QIAsymphony DSP DNA Midi Kit och DSP DNA Buffy Coat 400 med en elueringsvolym pé& 400 pl. Staplarna visar det absoluta DNA-
utbytet med standardavvikelse.

Virusblod

Studier av traffkvot (hitrate) utfdrdes genom spadning av i férvag kvantifierat CMV WHO-standardmaterial i CMV-negativt humant helblod.
En defekteringskvot pa 100 % sags fér prover med virusbelastningar p& 90 IE av CMV per milliliter (tabell 1).

Tabell 1. Kénslighet fér QIAsymphony DSP Virus Blood-applicering

CMV (IE/ml) Replikat Tréffar Traff (%)
350 18 18 100,00
230 32 32 100,00
115 31 31 100,00
90 32 32 100,00
60 30 24 80,00
30 30 15 50,00

15 30 10 33,33
[¢) 21 5 23,81
2 21 2 9,52
0 15 0 0,00

Humant helblod tappades fran 1 frisk CMV-negativ givare i BD K2E-rér och fick en tillsats av CMV WHO-standardmaterial med anvéndning av olika titrar. Viralt DNA renades
med anvéndning av protokollet fér QlAsymphony DSP DNA Mini Kit och virusblod 200 DSP-protokoll med en elueringsvolym pé& 60 pl. Eluat analyserades med en CMV real-
time PCR-analys.
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Vévnad och FFPE-vdvnad
DNA-utbyte

Prestandan for QlAsymphony DSP DNA FFPE-vévnadsapplicering utvérderades genom att man anvdnde 6 kopior av 1-4, 10 pm FFPE-snitt
av farskt skuren mjdlte fran manniska. DNA-extraktionen utférdes genom att QlAsymphony DSP DNA Mini Kit anvéndes i kombination med
protokollet fér légt vévnadsinneh&ll DSP-protokoll. Deparaffinisering och lysering utférdes med xylen-/etanolférbehandlingsmetoden. DNA

eluerades i 50 pl elueringsbuffert och DNA-utbytet faststdlldes med spektroskopisk analys (figur 4).
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Figur 4. Korrelation mellan DNA-utbyte fill FFPE-vévnadsavsnitt. Sex replikat av 1-4, 10 pm FFPE-vévnadssnitt av miélte frén ménniska avparaffinerades med xylen-
/etanolférbehandling. DNA-extraktionen utférdes p& QIAsymphony SP med QlAsymphony DSP DNA Mini Kit i kombination med protokollet fér lagt vévnadsinnehall DSP-
protokoll och en elueringsvolym p& 50 pl.

Analys av biomarkarers mutationsstatus med realtime PCR

Analys av biomarkérers mutationsstatus utférdes med anvéndning av DNA som extraherats fran FFPE-snitt av kolon fr&n ménniska och DNA

som extraherats fran lungvévnadsprover frén ménniska.

For DNA-extraktion fréin FFPE-vévnadsprover anvéndes 3 x 10 pym kolonsnitt frén ménniska fér provberedning. DNA-extraktionen utférdes
med Deparaffinization Solution fér férbehandling och DSP-protokoll fér lagt vévnadsinnehdll i kombination med 100 pl elueringsvolym.
Mutationsanalysen av biomarkér KRAS utférdes med realtime PCR-analys for KRAS-detektion enligt analys-handboken. Crvérden av
kontrollanalysen var inom det definierade omrédet och mutationsdetektionsanalysen avsldjade en aminosyra-substitution i kodon 12

demonstrerat av ett ACrvarde pa 4,17, vilket ér under definierat cut-off-vérde pé 8 for upptackt av en 12SER-mutation (tabell 2).
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Tabell2. Resultat av mutationsanalysen av KRAS-biomarkéren fran FFPE-vévnad

Prov Reaktion Mal G Intern kontroll Cr ACH
Kontroll utan mall Kontroll 0,00 32,75 -
12ALA 0,00 32,65 -
12ASP 0,00 32,69 -
12ARG 0,00 32,86 -
12CYS 0,00 32,35 -
12SER 0,00 32,76 -
12VAL 0,00 32,41 -
13ASP 0,00 32,26 -
Standard Kontroll 25,95 32,73 =
12ALA 26,39 32,29 0,44
12ASP 26,54 32,15 0,59
12ARG 26,35 32,14 0,40
12CYS 26,31 32,47 0,36
12SER 26,50 32,34 0,55
12VAL 25,80 31,92 0,15
13ASP 27,09 32,54 1,14
FFPE-véivnad (kolon frén ménniska) Kontroll 24,94 31,98 -
12ALA n.d. 32,42 -
12ASP n.d. 32,73 -
12ARG n.d. 33,05 -
12CYS n.d. 32,74 -
12SER 29,11 32,34 4,17
12VAL n.d. 32,81 -
13ASP n.d. 33,20 -

* ACr = M Cr - C Gy, dér M betyder mutation och C betyder kontroll; n.d., ej upptéckt.

For DNA-extraktion frén frusna vévnadsprover anvdndes 25 mg lunga frédn ménniska fér provberedning med DSP-protokollet fér hégt
vavnadsinnehéll och en elueringsvolym pé& 200 pl. Mutationsanalys av EGFR-biomarkéren utférdes med en realtime PCR-analys fér EGFR.
Analys av kontroll- och mutationsdetektion utférdes som beskrivet i analyshandboken. Resultaten visade en deletion inom EGFR-genen som

demonstreras av eft ACrvérde pé 2,47, vilket ér under det definierade gréansvardet p& 12 for mutationsupptdckt (tabell 3).
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Tabell 3. Resultat av mutationsanalysen av EGFR-biomarksren fran frusen vévnad

Prov Reaktion Mal G Intern kontroll Cr ACH
Kontroll utan mall Kontroll 0,00 31,71 -
T790M 0,00 32,36 -
Borttagningar 0,00 31,75 -
L858R 0,00 32,05 -
L861Q 0,00 31,77 -
G719X 0,00 31,68 -
S768l 0,00 32,25 -
Ins 0,00 31,84 -
Standard Kontroll 28,78 31,05 =
T790M 30,08 31,13 1,30
Borttagningar 28,23 31,19 0,55
L858R 27,58 30,83 -1,20
L861Q 27,80 30,86 -0,98
G719X 27,80 30,90 0,98
S7681 29,28 31,41 0,50
Ins 28,00 31,64 0,78
Vévnad (lunga frén ménniska) Kontroll 25,76 31,23 -
T790M nd. 31,99 -
Borttagningar 28,23 30,99 2,47
L858R nd. 31,33 -
L861Q n.d. 31,98 -
G719X nd. 32,06 -
S768l n.d. 31,88 -
Ins n.d. 31,62 -

* ACr = M Cr - C Gy, dér M betyder mutation och C betyder kontroll; n.d., ej upptéckt.

Repeterbarhet och repeterbarhet

DNA-blod

DNA-extraktion utférdes med blood 200 DSP-protokollet med en elueringsvolym p& 200 pl. Repeterbarhet utvdrderades av en enskild
operatdr som utférde 3 oberoende kérningar (96 prover var) pd 3 olika dagar, dér varje kérning bestod av 4 satser med respektive 24

prover (tabell 4 och tabell 5).

Reproducerbarhet utvdrderades genom att 3 oberoende kérningar (96 prover var) utférdes pé 3 olika dagar, av tre olika operatérer pé

olika QlAsymphony SP-instrument, dar varje kérning bestod av 4 satser med respektive 24 prover (tabell 6 och tabell 7).
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Tabell 4. Resultat av utvérdering av repeterbarhet

Kérning Sats n Medezﬁ;‘:: {:;)DNA- SD v
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 5,17 0,30 5,84
2 24 4,90 0,15 3,14
3 24 4,82 0,20 4,13
4 24 4,87 0,17 3,52
3 1 24 511 0,17 3,33
2 24 4,84 0,24 4,91
3 24 4,87 0,16 3,38
4 24 4,78 0,16 3,38
Totalt = 288 4,96 = =
n, = Antal replikat (Number of replicates); SD = Standardavvikelse (Standard deviation); CV = Variationskoefficient (Coefficient of variation).
Tabell 5. Precisionsdata fér utvérdering av repeterbarhet
SD cv
Sats till sats inom samma kdrning 0,25 4,95
Generell repetitionsprecision 0,26 5,18
SD = Standardavvikelse; CV = Variationskoefficient.
Tabell 6. Resultat av utvérdering av reproducerbarhet
Kérning Sats n Mede:;z;:: {:;)DNA- SD cv
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 5,78 0,22 3,81
2 24 5,56 0,26 4,63
3 24 5,40 0,20 3,63
4 24 5,46 0,21 3,89
3 1 24 5,73 0,26 4,62
2 24 5,54 0,24 4,40
3 24 5,41 0,18 3,34
4 24 5,49 0,17 3,16
Totalt - 288 5,38 - -
n, = Antal replikat (Number of replicates); SD = Standardavvikelse (Standard deviation); CV = Variationskoefficient (Coefficient of variation).
Tabell 7. Precisionsdata for utvérdering av reproducerbarhet
SD cv
Sats till sats inom samma kérning 0,25 4,73
Generell repetitionsprecision 0,38 7,03
SD = Standardavvikelse; CV = Variationskoefficient.
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Jamférbar prestanda

DNA-blod

Prestanda analyserades fér QlAsymphony DSP DNA Blood-systemet jémfért med EZ1® DSP DNA Blood-systemet och den manuella
forberedelseproceduren fér QlAamp® DNA Blood Mini Kit. DNA renades ur olika blodprov, analyserades fér DNA-utbyte (figur 5).
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Figur 5. Jamforelse av DNA-utbyten mellan olika system for blod-DNA-rening. Helblod tappades fran 5 friska givare i BD K2E-rér. Fér samiliga metoder anvéndes
provtillférselvolymer p& 200 pl och elueringsvolymer p& 200 pl. QS, protokollet f5r QlAsymphony DSP DNA Mini Kit och Blood 200 DSP-protokoll; EZ1, EZ1 Advanced XL med
anvéndning av EZ1 DSP DNA Blood Kit; QA, QlAamp DNA Blood Mini Kit. Staplarna visar det absoluta DNA-utbytet fér varje prov.

Vavnad och FFPE-vévnad

Prestandan fér QlAsymphony DSP DNA Mini Kit jamférdes med prestandan fér det manuella QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit och
QlAamp DSP DNA Mini Kit med anvéndning av FFPEvavnad och farsk respektive frusen vévnad som provmaterial. Manuella och
automatiserade provberedningar samt kvantifiering av DNA-utbytena utférdes samtidigt. DNA-utbyten efter extraktion frén farska/frusna
vévnadsprov och FFPE-vévnadsprov dér man anvénde QlAsymphony DSP DNA Mini Kit, QlAamp DSP DNA Mini Kit (vévnad) och QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit (FFPE-vévnad) visas i figur 6.
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Figur 6. DNA-exiraktion fran vévnadsprover och FFPE-vévnadsprover. For farsk/frusen vévnad skars lunga och kolon fran ménniska i 6 x 25 mg bitar. Tre delar av varje
vavnadstyp anvéndes fér provberedningar med QlAsymphony SP i kombination med DSP-protokollet fér hdgt vévnadsinnehall. DNA-extraktionen frén resterande prover utférdes
med QIAamp DSP DNA Mini Kit. DNA eluerades i 200 pl och DNA-utbytet faststélldes med spekiroskopisk analys. Fér DNA-extraktion fran FFPE-vévnad férbereddes 12 replikat
innehéllande 3 x 10 pm FFPE-vévnadssnitt frén olika organ frén ménniska. Sex prover anvéndes fér provberedning med QIAsymphony SP i kombination med Deparaffinization
Solution fér férbehandling och DSP-protokollet fér l8gt vavnadsinnehdll. DNA-extraktionen frén resterande prover utfdrdes med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. DNA
eluerades i 50 pl och DNA-utbytet faststélldes med spekiroskopisk analys. Staplarna visar det absoluta DNA-utbytet med standardavvikelse.
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Provinmatning/elatutmatning omféng

DNA-blod

Olika provinmatning- och eluatutmatningsomféng for DNA-blodapplikationen jémférdes med prov frén blodgivare med en WBC+al frén

5,0 till 8,0 x 10° celler/ml.

Helblod tappades fran 8 friska givare i BD K2E-rér. DNA renades fran 6 replikat som alla anvénde QlAsymphony DSP DNA Mini/Midi Kit
och DNA blood 200 DSP-protokollet med 200 pl-elueringsvolym, DNA blood 400 DSP-protokoll med 400 pl elueringsvolym och DNA

blood 1000 DSP-protokoll med 500 pl elueringsvolym (figur 7).
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Figur 7. Jamférelse av olika provinmatning och elueringsvolym fér blod DNA-reningssystemet. Helblod tappades frén 8 friska givare i BD K2E-rér. DNA-extrahering utférdes med

DNA blood 200-protokoll med 200 pl elueringsvolym, DNA blood 400-protokollet med 400 pl elueringsvolym och DNA blood 1000-protokoll med 500 pl elueringsvolym. DNA-

utbyte faststdlldes genom spektotropisk analys. Staplarna visar det absoluta DNA-utbytet (genomsnittsvérde med standardavvikelse) fér varje givare.

Virusblod

Helblod tappades frén 3 friska blodgivare, med ett WBC-antal frén 4,0 till 11,0 x 10¢ celler/ml, i BD K2E-rér och fick en tillsats av CMV-
standardmaterial (titer 3,7 log copies/ml). Viralt DNA renades fran 7 replikat, vart och eft med anvéndning av protokollet fér QIAsymphony

DSP DNA Mini Kit och DSP Virus Blood 200 med 4 olika elueringsvolymer (figur 8).
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Figur 8. Jamforelse av kvantifiering av viralt DNA fér olika elueringsvolymer. Eluat frén varje givares prov och elueringsvolym (60, 85, 110 och 165 pl) analyserades med en
CMV realtime PCR-analys. Den réda linjen representerar mdltitern och staplarna visar genomsnitt av log copies per milliliter med standardavvikelse.
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Eluatstabilitet

OBS! Eluatstabilitet beror péd olika faktorer och relaterar till den specifika nedstrémsappliceringen. Det har etablerats fér QlAsymphony DSP
Mini och Midi Kit tillsammans med nerstromsapplikationer som exempel. Det ar anvdndarens ansvar att konsultera bruksanvisningen for

specifika nerstrémsapplikationer som anvénds i deras laboratorier och/eller validera hela arbetsflodet fér att etablera tillampliga for.

DNA-blod och buffy coat

Eluatstabilitet for DNA-blodapplikationen testades med eluat frén QS-kérningar med DNA Blood 200-protokollet med 200 pl elueringsvolym
och med DNA Blood 1000-protokoll med 500 pl elueringsvolym. Eluat forvarade i 2 ml Sarstedtror i rumstemperatur, 2-8°C, -20°C och
-80°C. DNA-utbyte och -renhet faststélldes genom spekiroskopisk analys. DNA-integritet analyserades genom gelelekirofores och LongRange

PCR-analys (figur 9).

TTP: 10years at -80°C
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M - M

Figur 9. Eluatstabilitet for DNA-blod. DNA renades med DNA Blood 200 pl- och 1000 pl-protokoll. Eluat har férvarats vid -80°C i 2 ml Sarstedt-rér. Fyra replikat analyserades.
DNA-integritet testades med long-range PCR. Figurerna visar resultaten efter férvaring i 10 ar. M, QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder.

Eluatstabilitet for buffy coat-applikationen testades med eluat frén QS-kérningar utférda med BC 400 pl-protokoll och 200 pl-elueringsvolym.
Eluat férvarades i 2 ml Sarstedt-rér och elueringsmikrorérstall i rumstemperatur, 2-8°C, -20°C och -80°C. Dessutom utsattes eluaten for
frys-/upptiningstestning i upp till 3 cykler (figur 10). DNA-utbyte och -renhet faststélldes genom spekirotropisk analys. DNA-integritet

analyserades genom gelelekirofores och LongRange PCR-analys (50 pl-reaktion).

Buffy coat

m-80 °C

DNA-utbyte (ug)

1.cycle 2.cycle 3.cycle
Frysnings-/upptiningscykel
Figur 10. Frysnings-/upptfiningscykel av eluat fr buffy coat. DNA renades med DNA BC 400 pl-protokoll. Buffy coat genererades frén EDTA-blod. Eluat har férvarats i 2 ml
Sarstedt-ror. DNA-utbytet faststdlldes vid testtidpunkterna genom att anvéinda samma eluat vid 3 frysnings-/upptiningscykler. DNA-utbyte faststélldes genom spektotropisk analys.

Staplarna visar det absoluta DNA-utbytet (genomsnittsvirde med standardavvikelse).
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Virusblod

Eluatstabilitet for virusblod-applikationen testades med eluat frén QS-kérningar utférda med Virus Blood 200-protokoll med 60 pl-
elueringsvolym. K2 EDTA-blod tillsatt med kommersiell CMV-standard (titer 2,7 log copies/ml) anvéndes som provmaterial. Eluat férvarades

i 2 ml Sarstedt-rér i 2-8°C, -20°C och -80°C. Eluat analyserades med en CMV realtime-analys (figur 11). | féljande visas resultaten av flera

testtidpunkter.
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Figur 11. Eluatstabilitet for virusblodapplikation. EDTA-blodprov tillsatta med kommersiell CMV-standard renades med Virus Blood 200-protokoll. Eluat har férvarats vid olika
temperaturer i elueringsmikrorérstéll och 2 ml Sarstedtrér. Per testtidpunkt analyserades 4 replikat. Staplarna visar CMV-iter (genomsnittsloggvérde med standardavvikelse).

Vévnad

Eluatstabilitet for vévnadsapplikationen testades med protokollet Tissue HC 200 pl och 200 pl-elueringsvolym. Farsk lever frén nétkreatur
anvandes som provmaterial. Eluat férvarades i 2 ml Sarstedt-rér och elueringsmikrorérstall i rumstemperatur, 2-8 °C, -20 °C och -80 °C.

DNA-utbyte och -renhet faststdlldes genom spekiroskopisk analys (figur 12). DNA-integritet analyserades med gelelektrofores.
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Figur 12. Eluatstabilitet for véivnad. DNA renades med DNA vévnad HC protokoll 200 plelueringsvolym. Férsk lever fréin nétkreatur anvéindes som provmaterial. Eluat har
forvarats vid olika temperaturer i elueringsmikrorérstéll och 2 ml Sarstedt-rér. Per testtidpunkt analyserades 4 replikat. DNA-utbyte faststélldes genom spektotropisk analys.
Staplarna visar det absoluta DNA-utbytet (genomsnittsvirde med standardavvikelse).

FFPE-vévnad

Eluatstabilitet fér FFPE-vévnadsapplikationen testades med Tissue LC 200 pl-protokoll och 100 pl-elueringsvolym. Kommersiell mansklig FFPE-
vévnad anvéndes som provmaterial. Eluat férvarades i 2 ml Sarstedtror och elueringsmikrorérstdll i rumstemperatur 2-8°C, -20°C och -

80°C. Eluaten analyserades med en intern mansklig 8-plex PCR-analys (figur 13). | féljande visas resultaten for tvé testtidpunkter.
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Figur 13. Elvatstabilitet for FFPE-vévnad. DNA renades med DNA Tissue LC-protokoll. Kommersiell FFPE-vévnad anvéndes som provmaterial. Eluat har férvarats vid olika
temperaturer i elueringsmikrorérstall och 2 ml Sarstedtrér. Per testtidpunkt analyserades 4 replikat. Eluat analyserades med intern ménsklig 8-plex PCR-analys.
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Interfererande dmnen

Paverkan av hédmmande substanser, vilka kan finnas i helblod, p& prestandan fér DNA-blodapplikation, virusblodapplikation och

vavnadsapplikation testades genom tillsats av féljande substanser:

Tabell 8. Potentiellt interfererande amnen testade for olika applikationer

Interfererande Gmnen Koncentration Blod Virusblod Vévnad
Bilirubin 200 mg/L v vV Vv
Hemoglobin 200 g/L v )

Triglycerider 30 g/L v Vv vV
Protein 120 g/L \ vV Vv

OBS! “/" indikerar vilka provmaterial som testades for respektive potentiellt interfererande é@mne.

Fér hemoglobin (200 g/I) och protein (120 g/|) faststdlldes befintliga nivéer i blodprovet och ytterligare hemoglobin eller protein tillsattes
for att uppna de indikerade koncentrationerna, 200 g/I respektive 120 g/I. Fér bilirubin (200 mg/Il) och triglycerider (30 g/|) tillsattes den

totala mangden av varje substans till proven fér att uppné de indikerade koncentrationerna.

For vavnad tillsattes den totala mdngden av varje émne direkt till lysatet, ingen bestémmelse for bilirubin, triglycerid eller

proteinkoncentration av anvant vavnadsprov utférdes.

Alla potentiellt interfererande &mnen (t.ex. droger) och motsvarande koncentration ar mycket specifik for nerstrémsapplikationen och méjliga
tidigare medicinska behandlingar av patienten och méste undersékas under verifieringen av s&dana nerstrdmsapplikationer med
QIAsymphony DSP DNA Mini och Midi Kits.

OBS! Tester utférdes med nerstromsapplikationer som exempel f6r en bedémning av kvaliteten av extraherade nukleinsyror. Dock kan olika
nerstrdmsapplikationer ha olika krav avseende renhet (dvs. frénvaro eller koncentration av potentiellt interfererande émnen), s& att
identifieringen och testningen av relevanta d@mnen och respektive koncentrationer ocks& méste etableras som en del av utvecklingen av

nerstromsapplikationen fér alla arbetsfldden som involverar QIAsymphony DSP Mini och Midi Kits.

OBS! Observera att det under utvecklingen av QlAsymphony DSP DNA Midi Kit inte observerades né&gra indikationer att heparin har en
negativ effekt pa prestandan. Enligt ISO 20186-2:2019(E) kan dock heparin fran blodprovtagningsrér péverka renheten av isolerade
nukleinsyror och majlig éverféring (carryover) till eluat vilket kan orsaka stérningar i vissa nerstrdmsapplikationer. Dérfér ér det anvéndarens

ansvar att validera om heparin har en negativ péverkan pé deras arbetsflode.

DNA-blod och buffy coat

For DNA-blodapplikationer utférdes testning med DSP DNA 1000-protokoll som tacker den hégsta provinmatningsvolymen med 200 och
500 pl elueringsvolym.

Eluat analyserades med spekiroskopisk analys fér DNA-utbyte och -renhet. PCR-kompatibilitet testades med real-time PCR sévél som slutpunkt
PCR-analys.
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Ingen av édmnen som listas i tabell 9 stér; dock kan blodprov med héga koncentrationer av triglycerider (>30 g/I) kan leda till reducerad

gDNA-samling.
Virusblod

For virusblodapplikationen utférdes testningen med DSP Virus Blood 200-protokoll med 60 pl elueringsvolym. CMV-negativa blodprov
tillsattes med 500 kopior/ml (l&g koncentration) och 1x10 E+04 kopiorcopies/ml (hég koncentration, figur 14) av en kommersiell CMV-

standard.
Eluat analyserades med en CMV realtime PCR-analys.

Ingen av @mnen som listas i tabell 9 stdr; dock kan blodprov med héga koncentrationer av triglycerider (>30 g/I) kan leda till reducerad

rening av viralt DNA.
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Figur 14. Test av hémmande substanser. Helblod tappades frén 1 friska givare i BD K2E-rér och fick en tillsats av CMV-standardmaterial (titer 4,0 log copies/ml). Fem prover
testades genom tillsats av méjliga hdmmare och viralt DNA renades frén 4 replikat av varje prov med anvéndning av protokollet f5r QlAsymphony DSP DNA Mini Kit och
virusblod 200 DSP-protokoll med en elueringsvolym pé& 165 pl. Eluat analyserades med en CMV real-time PCR-analys. Den réda linjen representerar den faststéllda titern for
referensprover, vilka inte hade fétt nagon tillsats av hémmande @mnen och staplarna visar genomsnitt fér log copies per milliliter med standardavvikelse.

Vévnad
For DNA-vévnad (farsk och frusen) utférdes testning med DSP DNA HC-protokoll med 200 pl elueringsvolym.
Eluat analyserades med spekiroskopisk analys for DNA-utbyte och -renhet. PCR-kompatibilitet testades med realtime PCR-analys.

Ingen av &mnen som listas i tabell 9 identifierades att ha en negativ effekt p& provberedningen.

FFPE-vavnad
For FFPE-vévnad utférdes testningen med DSP DNA LC-protokoll med 50 pl elueringsvolym.

Amnen (se tabell 9) tillsattes direkt ill lysatet.
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Tabell 9. Potentiellt interfererande Gmnen testade fér olika applikationer

Interfererande Gmnen Koncentration i lysat
Xylen Upp till 11 %

Etanol Upp till 11 %
Avparaffineringslésning Upp till 11 %
Paraffin 0,1 pM avsnitt

Eluat analyserades med spektroskopisk analys fér DNA-utbyte och -renhet. PCR-kompatibilitet testades med realtime PCR séval som infern

mansklig 8-plex PCR-analys.
Ingen av &mnen som listas i tabell 9 identifierades att ha en negativ effekt p& provberedningen.
Korskontaminering

DNA-blod

Risken for korskontaminering av QlAsymphony DNA Blood-applikationen analyserades genom att utféra fyra 96 provkéringar pé
QIAsymphony SP-instrumentet med alternerande checkerboard-satser (alternerande positiva och negativa prover), avbrutet av komplett
negativa satser. Manligt blod (med ett WBC-antal p& >1,0 x 107 celler/ml och kvinnligt blod med ett WBC-antal mellan 4,0 x 10° och
9 x 10¢ celler/ml) anvéndes som eft modellsystem. Provberedning utférdes med blod 1000 plprotokollet som técker den hégsta
provvolymen. En potentiell kontaminering av negativa kvinnliga prov under extraheringskérningar utvéirderades genom efterféljande analys

av eluaten med en realtime PCR fér y-kromosomen.

Ingen korskontaminering upptéacktes mellan prov eller mellan batcher eller mellan kdrningar.
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Symboler

Féljande symboler férekommer i detta dokument. Fér en komplett lista med symboler som anvénds i bruksanvisningen eller pé& férpackningen

eller etiketterna, se handboken.

Symbol Symbolfsrklaring
c € Den hér produkten uppfyller kraven i Europeisk Regel 2017/746 for in vitro-diagnostiska medicintekniska
enheter.
IVD In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet
Katalognummer
Rn R betyder revidering av bruksanvisningen och n ar revisionsnumret
Tillverkare
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Revisionshistorik

Revision Beskrivning

RT, juni 2022 Version 2, revision 1

e Uppdatera till version 2 fér efterlevnad med IVDR

e Avsnitt om Interfererande édmnen, Korskontaminering, Eluatstabilitet och
Kompatibilitet till nerstrdmsapplikationer tillagda.

Uppdaterad licensinformation och produkispecifika friskrivningsklausuler finns i respektive handbok eller anvéndarmanual fér QIAGEN-

satsen. Handbécker och anvéndarmanualer till QIAGEN-it finns pd www.qiagen.com eller kan bestdllas frén QIAGEN teknisk service eller

din lokala &terférsaljare.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, QlAamp®, EZ1®, UltraRun® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.). Registrerade namn, varumérken med
mera som anvénds i defta dokument ska inte anses som oskyddade enligt lag, éven om de inte uttryckligen anges som skyddade.

06/2022 HB-3029-D01-001 © 2022 QIAGEN, med ensamrdtt.
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