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Charakteristika funkénich viastnosti je k dispozici elektronicky a Ize ji nalézt pod kartou zdroji na produktové strance na
webové strance www.giagen.com.
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Obecny uvod

Souprava QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit vyuziva technologii silikatové membrany (technologie QlAamp) k izolaci a purifikaci

genomové DNA z biologickych vzork(.

Postup QIAamp DSP DNA Blood Mini, ktery je uréen pro simultanni zpracovani nékolika krevnich alikvot(, umoznuje ziskat purifikovanou

DNA pfipravenou k pouziti. Postupy jsou vhodné k pouziti s Eerstvou nebo zmrazenou plnou krvi a s krvi o$etfenou citratem nebo EDTA.

Jednoduché postupy QlAamp DSP s centrifugaci i podtlakem jsou vhodné pro simultdnni zpracovani nékolika alikvoti. Nékteré
centrifugacni postupy QlAamp Ize pIné automatizovat na pfistroji QIAcube® Connect MDx za G¢elem vy$si standardizace a snaz$iho
pouziti. Pfistroj QlAcube Connect MDx provadi automatizovanou izolaci a purifikaci nukleovych kyselin. Pfistroj mize zpracovat az

12 alikvott v jednom cyklu.
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Charakteristika funkcnich viastnosti

Poznamka: Charakteristika funk&nich vlastnosti zavisi na rlznych faktorech a souvisi s konkrétni naslednou aplikaci. Charakteristika
funkénich vlastnosti byla stanovena pro soupravu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ve spojeni s pfiklady naslednych aplikaci. Metody
izolace nukleovych kyselin z biologickych vzorka se vSak pouzivaji jako predstuper pro fadu naslednych aplikaci a pro kazdy takovy
pracovni postup je tfeba v ramci vyvoje nasledné aplikace stanovit parametry funkénich vlastnosti, jako je kfizova kontaminace nebo

presnost cyklu. Proto je povinnosti uzivatele cely pracovni postup validovat a stanovit vhodné parametry funkénich vlastnosti.
Zakladni funk&ni vlastnosti a kompatibilita s rGznymi naslednymi aplikacemi

Zakladni funkéni vlastnosti postupu QlAamp DSP DNA Blood Mini s vyuzitim podtlaku byl stanoven pro krev od zdravych darcu s poctem
leukocytti 3,8 x 106 — 1,34 x 107 buné&k/ml (viz obr. 1).
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Obrazek 1. Pozorovany vytézek ziskany pomoci postupu QlAamp DSP DNA Blood Mini s vyuzitim podtlaku z 200 pl eluéniho objemu. Stanovené pocty leukocytu
u zdravych darct se pohybovaly v rozmezi 3,8 x 10° — 1,34 x 107 bunék/ml. DNA byla purifikovana z krevnich alikvotd pomoci postupu QlAamp DSP DNA Blood Mini
s vyuzitim podtlaku z 200 pl eluéniho objemu. Bylo zpracovano osmdesat sedm vzorkd, kazdy ve tfech opakovanich.

Mnozstvi DNA purifikované postupy QlAamp DSP DNA Blood Mini zavisi na obsahu leukocytud v jednotlivych krevnich alikvotech. Pomoci
postupu s centrifugaci nebo podtlakem se provadi purifikace genomové DNA ze vzorku krve o objemu 200 pl ziskanych od zdravych
darcl. K odbéru vzorkd krve pro postupy QlAamp DSP DNA Blood Mini (Tabulka 1) je mozné pouzit rizné odbérové zkumavky

a antikoagulacni pfipravky.
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Tabulka 1. Primérné relativni vytézky DNA z krevnich alikvotii odebranych pomoci riiznych odbérovych zkumavek a antikoagulaénich pfipravka

Odbérova zkumavka Vyrobce Kat. €. Nominalni objem Primérny vytézek*
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

Genomova DNA byla purifikovana z krevnich alikvoti o objemu 200 pl ziskanych od zdravych darct (4,0 az 9,0 x 10° bunék/ml).
* Pro kazdou odbérovou zkumavku byl stanoven priimérny vytézek z 11 alikvotd méfenych ve tfech opakovanich.

Eluovanou genomovou DNA Ize pouzit v dalSich naslednych analyzach.

Rozsah vstupu alikvotu / vystupu eluatu a Cistota DNA

Pro izolaci genomové DNA z 200 pl pIné krve Ize zvolit rizné eluéni objemy. Pfi manualnim postupu se elué¢ni objemy pohybuji od 50 do
200 pl. Pro plné automatizovany pracovni postup centrifugace jsou mozné elu¢ni objemy 100 a 200 pl a pro ¢aste¢né automatizovany
pracovni postup centrifugace (po manualni lyze) jsou mozné eluéni objemy 100-200 pl (v krocich po 10 pl). Eluce v nizSich objemech
zvySuje konecnou koncentraci DNA v eluatu, ale mirné snizuje celkovy vytézek DNA. Doporu€ujeme pouzivat eluéni objem vhodny pro
zamyslenou aplikaci v dalSich krocich.

Byl posouzen vliv riznych eluénich objemt na celkovou koncentraci DNA. Obrazek 2 ukazuje zvy$eni koncentrace DNA v eluatech pfi

shizeni eluéniho objemu.
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Obrazek 2. Koncentrace DNA ziskana po izolaci DNA z pIné krve pomoci soupravy QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit s riznymi eluénimi objemy. Kazdy sloupec
grafu predstavuje vysledky ze 32 opakovani (primér + smérodatna odchylka).

Kromé toho byl jako ukazatel ¢istoty DNA zméfen pomér mezi absorbanci pfi vinové délce 260 a 280 nm pro rlizné testované eluéni
objemy. Nebyl pozorovan zadny rozdil mezi rdznymi eluénimi objemy a celkové priimérny pomér naznacoval nizkou kontaminaci

proteiny.
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Presnost

Pro automatizovanou extrakci lidské genomové DNA z plné krve pomoci soupravy QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit na pfistroji
QIlAcube Connect MDx byly stanoveny variacni koeficienty (coefficient of variation, CV). Celkovy vytézek DNA byl stanoven méfenim OD.

Byla stanovena opakovatelnost (variabilita v ramci cyklu purifikace) a mezilehld presnost (variabilita mezi rGznymi cykly purifikace,

s rliznymi operatory, na riiznych pfistrojich a v réiznych dnech). Udaje o pfesnosti jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Analyza odhadt presnosti

Presnost CV (%)
Stfedni presnost 1,65
Opakovatelnost 6,09
Celkova presnost 6,24

U manualniho postupu s podtlakem byly stanoveny primérné vytézky a hodnoty CV a vyhodnoceny za Ucelem posouzeni mezilehlé

presnosti, opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Dale byla analyzovana integrita DNA a funkéni vlastnosti ve vlastni analyze real-time PCR.
Stabilita alikvotu

Poznamka: Stabilita alikvotu vysoce zavisi na riznych faktorech a souvisi s konkrétni naslednou aplikaci. Byla vyhodnocena na zakladé
prikladd naslednych aplikaci. UZivatel je povinen prostudovat si navod k pouziti konkrétni nasledné aplikace pouzivané v jeho laboratofi

a/nebo ovéfit cely pracovni postup za ucelem stanoveni vhodnych podminek skladovani.

Byl prokazan vliv zmrazovani a rozmrazovani krevnich alikvot oSetfenych EDTA na purifikaci DNA pomoci soupravy QlAamp DSP DNA

Blood Mini Kit. Nebylo pozorovano zadné vyznamné snizeni vytézku (viz obrazek 3) ani funk&nich vlastnosti v naslednych analyzach.
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Obrazek 3. Vliv zmrazovani a rozmrazovani krevnich alikvotu. Krev o$etfena EDTA byla zamrazena a rozmrazena celkem 3krat, poté byla pouzita k purifikaci DNA
pomoci sady QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit. Vypocitané vytézky DNA jsou vztaZzeny na vytéZzek z Eerstvého vzorku (100 %). Kazdy sloupec grafu pfedstavuje vysledky ze
32 opakovani (prumér + smérodatna odchylka).
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Stabilita eluatt

Poznamka: Stabilita eluatd zavisi na rlznych faktorech a souvisi s konkrétni naslednou aplikaci. Byla vyhodnocena pro soupravu
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit ve spojeni s pfiklady naslednych aplikaci. Uzivatel je povinen prostudovat si navod k pouziti konkrétni

nasledné aplikace pouzivané v jeho laboratofi a/nebo ovéfit cely pracovni postup za u¢elem stanoveni vhodnych podminek skladovani.

Stabilita eluatu u soupravy QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit byla hodnocena po extrakci nukleové kyseliny z lidské krve pomoci
spektrofotometrie a vlastni analyzy real-time PCR. Eluovanou DNA Ize uchovavat pfi teploté 2—8 °C po dobu az 4 tydna. Pfi dlouhodobém

skladovani doporucujeme skladovani pfi teploté —20 °C.
Interferujici latky

Do krevnich alikvotll byly pfidany rlizné potencialni exogenni a endogenni interferujici latky pfitomné v plné krvi pacientl, aby se
otestoval jejich vliv na pfiklady naslednych analyz po izolaci gDNA pomoci soupravy QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit.

Hodnotily se bézné relevantni potencialni interferujici latky pro hemolyzu (lidsky hemoglobin), lipémii (triglyceridy) a Zloutenku
(nekonjugovany bilirubin). Kromé toho byl hodnocen rusivy Gcinek tfikrat vyssi koncentrace antikoagulancii K2-EDTA, K3-EDTA a Na2-
EDTA, nez jaka byla pfitomna v odbé&rové zkumavce. U téchto potencialnich interferujicich latek a pfiblizné 20 dalSich potencialnich
interferujicich latek, jako jsou Iéky, které se obvykle pouzivaji napfiklad pfi 1éCbé rakoviny a které se tak pravdépodobné vyskytuji

v alikvotech od pacientd, nebyl zji§tén zadny vyznamny negativni dopad.

Poznamka: Testovani bylo provedeno pomoci pfikladi naslednych aplikaci pro posouzeni kvality extrahovanych nukleovych kyselin.
Rizné nasledné aplikace vS8ak mohou mit rizné pozadavky na Cistotu (tj. nepfitomnost nebo koncentraci potencialnich interferujicich
latek), takze identifikace a testovani prisluSnych latek a odpovidajicich koncentraci museji byt rovnéz stanoveny jako soucast vyvoje
nasledné aplikace pro jakykoli pracovni postup zahrnujici soupravu QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit.

Jakékoli potencialné interferujici latky (napf. Iéky) a odpovidajici koncentrace jsou velmi specifické pro naslednou aplikaci a pfipadné
predchozi Iékafska oSetfeni pacienta a je tfeba je prozkoumat pfi ovéfovani takové nasledné aplikace pomoci soupravy QlAamp DSP
DNA Blood Mini Kit.

Poznamka: Podle normy ISO 20186-2:2019(E) muze heparin ze zkumavek pro odbér krve ovlivnit Cistotu izolovanych nukleovych kyselin
a pfipadny pfenos do eluattl by mohl zplsobit inhibici v nékterych naslednych aplikacich. Proto doporucujeme pro pfipravu plazmy

pouzivat krevni alikvoty oSetfené EDTA nebo citratem jako antikoagulantem.

Kfizova kontaminace

Riziko kfizové kontaminace pfi automatizované purifikaci nukleové kyseliny na pfistroji QlAcube Connect MDx bylo analyzovano
provedenim péti cykld s 12 alikvoty se stfidavymi Sachovnicovymi Sarzemi (stfidavé pozitivni a negativni alikvoty) s pouZitim pfikladu
pracovniho postupu QIAamp (centrifugace QlAamp DSP Virus Spin spolu s vzorky plazmy a séra s koncentraci 1,00E+07 kopii/ml DNA
viru). Potencialni kontaminace negativnich alikvotd béhem extrakce byla vyhodnocena naslednou analyzou eluatd pomoci vlastni analyzy

real-time PCR. Nebyla zjisténa zadna kfizova kontaminace mezi jednotlivymi alikvoty ani pfenos z jednoho cyklu do druhého.
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Symboly

V tomto dokumentu se vyskytuji nasledujici symboly. Uplny seznam symbolti pouzitych v navodu k pouZiti nebo na obalu a oznageni

naleznete v pfirucce.

Symbol Definice symbolu
c € Tento vyrobek spliuje pozadavky evropského nafizeni 2017/746 pro diagnostické zdravotnické
prostfedky in vitro.
IVD Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro
Katalogové Cislo
Rn R oznacuje revizi navodu k pouZiti a n je Cislo revize
Vyrobce
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Historie revizi

Revize Popis

R1, ¢erven 2022 Verze 3, revize 1

e  Aktualizace na verzi 3 kvuli souladu s nafizenim IVDR

e Pfeneseni a aktualizace charakteristik funk&nich vlastnosti z pfiru¢ky pro
soupravu do tohoto dokumentu:

o Prfenos oddilu VytéZek purifikované DNA a oddilu Funkéni
vlastnosti v nasledné analyze do oddilu Zakladni funk&ni
vlastnosti a kompatibilita s rdznymi naslednymi aplikacemi

o Pridani oddilu Rozsah vstupu alikvotu / vystupu eluatu a Cistota
DNA

o Pridani oddilu Pfesnost

o Aktualizace oddilu Stabilita eluatd
o PrFidani oddilu Stabilita alikvotu

o Pfidani oddilu Interferujici latky

o Pridani oddilu Kfizova kontaminace
o Prfidani oddilu Symboly

o Pridani oddilu Historie revizi

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny v pfirucce pro soupravu QIAGEN nebo
v uzivatelské pfiru¢ce. Pfiru¢ky k soupravam QIAGEN a uZivatelské pfirucky jsou k dispozici na webovych strankach www.qiagen.com

nebo si je Ize vyzadat od technické podpory spole¢nosti QIAGEN ¢i mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAcube®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.); Vacuette® (Greiner Bio-One GmbH).
Registrované néazvy, ochranné znamky atd. pouZité v tomto dokumentu, i kdyZ nejsou vyslovné takto oznageny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.

HB-3030-D01-001 © 2022 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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