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Informagdes gerais

O QIAsymphony DSP DNA Kit destina-se ao uso diagnéstico in vitro.

Estes protocolos destinam-se & purificagdo do DNA total de tecidos e tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina (FFPE) usando

o QlAsymphony SP e o QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Dependendo do tipo de amostra, recomendamos o uso do protocolo de baixo contedido (low content, LC) ou alto conteddo (high content,

HC). Os tecidos fornecerdo maiores rendimentos de DNA quando processados com o protocolo de alto conteddo, mas o protocolo de

baixo contetdo, em conjunto com um pequeno volume de eluicdo (50 pl), pode ser usado se for necessdria uma alta concentragdo de

DNA. Para tecido FFPE, recomendamos o uso do protocolo de baixo conteido.

Protocolo de baixo contetdo

Kit

Material de amostra

Nome do protocolo

Conijunto de controle de ensaio padréo
Volume de eluicdo

Versdo de software necesséria

Configuragéo de software necessdria para uso em diagnéstico in vitro

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (Ref. 937236)

Tecido e tecido FFPE *

Até 4 secdes de tecido FFPE, cada uma com uma espessura de até 10 pm, ou 8 segdes,
com uma espessura de até 5 pm e uma drea de superficie de até 250 mm?, podem ser
combinadas em uma preparagéo.

Tissue_LC_200_V7_DSP

ACS _Tissue_LC_200_V7_DSP
50 pl, 100 pl, 200 pl ou 400 pl
Versdo 4.0 ou superior

Perfil padréo 1

* Veja o protocolo de alto conteddo para obter informacdes sobre amostras de tecido.

Protocolo de alto conteddo

Kit

Material de amostra

Nome do protocolo

Conjunto de controle de ensaio padrdo
Volume de eluicéio

Versdio de software necesséria

Configuragéo de software necessdria para uso em diagnéstico in vitro

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (Ref. 937236)

Tecido

Se as informagdes sobre o rendimento esperado ndo estiverem disponiveis,
recomendamos comegar com 25 mg de material de amostra. Dependendo do rendimento
obtido, o tamanho da amostra pode ser aumentado em preparacdes subsequentes.

Tissue_HC_200_V7_DSP
ACS_TissueHLC_200_V7_DSP
50, 100, 200 ou 400 pl
Versao 4.0 ou superior

Perfil padréo 1
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos
Para todos os tipos de amostra

o Buffer ATL, 4 x 50 ml (n° de ref. 939016)

® Para minimizar o conteddo de RNA: RNase A sem DNase (solugdo estoque de 100 mg/ml)
Para tecido FFPE (desparafinizagdo sem xileno)

e Deparaffinization Solution (n° de ref. 939018)

Para tecido FFPE (desparafinizagdo com xileno)

e Xileno (99-100%)
e FEtanol (96 a 100%)*

Gaveta "Sample" (Amostra)

Tipo de amostra Tecido e tecido FFPE

Vielie db aiesia 220 pl (exigido por amostra, por protocolo)*

Volume de amostra processado 200 pl

Tubos de amostra primérios n/a

Para obter mais informacdes, consulte a lista de materiais de laboratério disponivel na guia de recursos da pagina de produto
em www.giagen.com.

Tubos de amostra secunddrios

Para obter mais informacdes, consulte a lista de materiais de laboratério disponivel na guia de recursos da pagina de produto
em www.giagen.com.

Introdutores

* Para protocolos de conteddo alto e baixo, o sistema ndo reconhecerd se o volume de amostra for menor que 220 pl, pois a transferéncia de amostra é realizada sem a
detecgdo do nivel de liquido. Portanto, certifique-se de que o volume de entrada de amostra seja de 220 pl.
n/a = n&o aplicavel.

Gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis)

Posi¢io A1 e/ou A2 Cartucho de reagentes (Reagent cartridge, RC)

Posicdo B1 n/a
Suporte de rack para ponteiras, 1-17 Ponteiras com filtro descartdveis, 200 ou 1500 pl
Suporte de caixa unitéria, 1-4 Caixas unitarias com cartuchos de preparo de amostras ou 8-Rod Covers

n/a = ndo aplicavel.

*Na&o use dlcool desnaturado, que contém substancias adicionais, como metanol ou metiletilcetona.
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Gaveta "Waste" (Residuos)

Suporte de caixa unitdria, 1-4 Caixas unitdrias vazias

Suporte de saco de residuos Saco de residuos

Suporte de recipiente de residuos liquidos Recipiente de residuos liquidos vazio

Gaveta "Eluate" (Eluato)

Rack de eluiggio (recomendamos o uso da fenda 1 na posicdio de resfriamento) Para obter mais informagdes, consulte a lista de materiais de laboratério disponivel
na guia de recursos da pdgina de produto em www.qiagen.com.

Materiais plésticos necessdrios

Um lote Dois lotes Trés lotes Quatro lotes
Materiais plésticos 24 amostras* 48 amostras* 72 amostras* 96 amostras*
Disposable filter-tips, 200 pl'* 26 50 74 98
Disposable filter-tips, 1500 plt* 72 136 200 264
Sample prep cartridges® 21 42 63 84
8-Rod Covers' 8 6 9 12

* Usar menos de 24 amostras por lote reduz o nimero de ponteiras com filtro descartdveis necessarias por execugéo.
Hé 32 ponteiras com filtro por rack para ponteiras.

O nmero necessdrio de ponteiras com filtro inclui as ponteiras com filtro para 1 verificagdo de inventério por RC.
Ha 28 cartuchos de preparo de amostras por caixa unitéria.

Hé doze 8-Rod Covers por caixa unitdria.

- @ e

Nota: Dependendo das configuragdes, a quantidade de ponteiras com filtro referida pode diferir da quantidade exibida na tela sensivel

ao toque. Recomendamos carregar o maior nimero possivel de ponteiras.
Volume de eluicdo

O volume de elui¢do é selecionado na tela sensivel ao toque. Dependendo do tipo de amostra e do conteddo de DNA, o volume final
pode variar até 15 pl menos que o volume selecionado. Como o volume de eluato pode variar, recomendamos verificar o volume real do
eluato ao usar um sistema de configuracdo de ensaio automatizado que ndo verifique o volume de eluato antes da transferéncia. A eluicdo
em volumes menores aumenta a concentragdo final de DNA, mas reduz ligeiramente o rendimento. Recomendamos o uso de um volume

de eluicdo adequado para a aplicagdo a jusante pretendida.

Preparo de material de amostra

Ao trabalhar com produtos quimicos, sempre use um jaleco adequado, luvas descartéveis e éculos de protecdo. Para obter mais
informagdes, consulte as fichas de dados de seguranca (Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas disponibilizadas pelo fornecedor do

produto.

Para obter recomendacdes gerais sobre coleta, transporte e armazenamento, consulte a diretriz aprovada MM13-A do CLSI "Coleta,

transporte, preparacdo e armazenamento de espécimes para métodos moleculares".
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O que fazer antes de comecar

e Verifique o Buffer ATL quanto ao precipitado branco. Se necessdrio, incube durante 30 minutos a 37 °C com agitagdo ocasional
para dissolver o precipitado.

e Coloque um termomisturador ou um agitador-incubador em temperatura exigida para o respectivo pré-tratamento.
Tecidos

Tecidos frescos e congelados podem ser usados para purificagdo de DNA. O rendimento e a qualidade do DNA dependerdo do tipo de
tecido, fonte e condi¢des de armazenamento. O tecido fresco pode ser cortado em pequenos pedacos e armazenado a -20 °C ou -80 °C
antes do processamento. Em geral, recomendamos o uso do protocolo de alto contetdo, que fornecerd maior rendimento de DNA.
O protocolo de baixo conteddo, em conjunto com o volume de eluigdo de 50 pl, s6 é recomendado se altas concentracdes de DNA forem
necessdrias para a andlise a jusante. Se nenhuma informagdo sobre o rendimento esperado estiver disponivel, recomendamos comegar
com 25 mg de material de amostra usando o protocolo de alto conteddo e o volume de eluicdo de 200 pl. Dependendo do rendimento
obtido, o tamanho da amostra pode ser aumentado ou o volume de eluicdo pode ser diminuido nas preparagdes subsequentes. Esteja
ciente de que as preparacdes de sobrecarga em combinagdo com pequenos volumes de eluicdo podem causar o carryover de particulas

magnéticas para o eluato e comprometer a pureza do DNA e a andlise a jusante.

Nota: Ao trabalhar com amostras de tecido congelado, a ISO 20184-3:2021 (E) para a extracdo automatizada do NA de amostras de

tecido congelado deve ser considerada.

Nota: A estabilidade de amostra depende muito de vdrios fafores e estd relacionada & aplicagdo a jusante especifica. O usudrio é
responsdvel por consultar as instrucdes de uso da aplicagdo a jusante especifica usada em seu laboratério e/ou validar todo o fluxo de
trabalho para estabelecer as condi¢des de armazenamento adequadas.

Protocolo de pré-tratamento para tecido

1. Transfira a amostra de tecido para um tubo de microcentrifuga de 2 ml (ndo fornecido).
2. Adicione 220 pl de Buffer ATL.
3. Adicione 20 pl de proteinase K e misture tamborilando os dedos no tubo.

Nota: Use a proteinase K do rack de enzimas do QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

4. Coloque o tubo em um termomisturador ou agitador-incubador e incube a 56 °C com agitacdo a 9200 rpm até que o tecido esteja
completamente lisado.

Nota: O tempo de lise varia dependendo do tipo de tecido processado. Para a maioria dos tecidos, a lise é completada em 3 horas.
Se a lise estiver incompleta apds 3 horas, como indicado pela presen¢a de material insoldvel, ou de lisados altamente viscosos, o
tempo de lise pode ser prolongado ou o material insoldvel pode ser removido por centrifugacdo conforme descrito na etapa 6. A lise
noturna é possivel e ndo afeta a preparagdo.

5. Para minimizar o conteido de RNA na amostra, adicione 4 pl de RNase A (100 mg/ml) e incube durante 2 minutos em temperatura

ambiente (15-25 °C) antes de prosseguir para a etapa 6.
6. Homogeneize a amostra pipetando-a vérias vezes para cima e para baixo.
Nota: Se pedagos de material insolivel ainda estiverem presentes, centrifugue a 3000 g por 1 minuto.
7. Transfira cuidadosamente 220 pl do sobrenadante para os tubos de amostra compativeis com o porta-amostras do QIAsymphony SP.

8. Para obter uma lista completa de tubos de amostra compativeis, consulte a lista de materiais de laboratério em www.qgiagen.com.
Recomendamos o uso de tubos de 2 ml (por ex., Sarstedt, n° de ref. 72.693 ou 72.608). 0.
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Tecido FFPE

Os procedimentos FFPE sempre resultam em fragmentagdo significativa de dcidos nucleicos. Para limitar a extensdo da fragmentacdo de
DNA, certifique-se de:

e Corrigir as amostras de tecido em 4-10% de formalina o mais rdpido possivel apéds a remogdo cirdrgica
e Usar um tempo de fixagdo de 14 a 24 horas (tempos de fixagdo mais longos levam a uma fragmentagdo de DNA acentuada,
resultando em um desempenho ruim nos ensaios posteriores)

® Desidratar completamente as amostras antes da conservagdo (a formalina residual pode inibir a digestdo da Proteinase K).

O material inicial para a purificagdo do DNA deve ter se¢des recém-cortadas de tecido FFPE. Até 4 se¢cdes, cada uma com uma espessura
de até 10 pm, ou 8 secdes, com uma espessura de até 5 ym e uma drea de superficie de até 250 mm?, podem ser processadas em uma
preparacdo. Se as informagdes sobre a natureza do seu material de partida néo estiverem disponiveis, recomendamos comegar com néo
mais que 3 secdes em uma Unica preparacdo. Dependendo do rendimento e pureza do DNA, é possivel usar até 8 secdes nas preparacdes

subsequentes.

Nota: Ao trabalhar com tecido FFPE, a ISO 20166-3:2018 (E) para a extracdo automatizada do NA de amostras de tecido FFPE deve

ser considerada para obter informagdes adicionais sobre manipulagdo de amostras.

Nota: Os protocolos de tecido FFPE sdo especialmente projetados apenas para copurificar pequenas quantidades de RNA. Isso levaré a

um valor de medigdo fotométrica reduzido em comparagdo com os valores obtidos com o manual do QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit.
Protocolo de pré-tratamento de tecido FFPE
Método 1: desparafinizagdo usando solugéio de desparafinizagéio

1. Usando um bisturi, corte o excesso de parafina do bloco de amostra.
2. Corte até 4 secdes de 10 pm de espessura ou até 8 secdes de 5 pm de espessura.
Nota: Se a superficie da amostra tiver sido exposta ao ar, descarte as primeiras 2-3 se¢des.

3. Coloque imediatamente as secdes em um tubo Sarstedt de 2 ml (ndo fornecido, n° de ref. 72.693 ou 72.608) que seja compativel

com o transportador de amostras do QIAsymphony SP.
4. Adicione 200 pl de Buffer ATL &s se¢des.
5. Adicione 20 pl de proteinase K.
Nota: Use a proteinase K do rack de enzimas do QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

6. Adicione 160 pl ou 320 pl de solugdo de desparafinizagdo (consulte a tabela abaixo) e agite em vértex.

Espessura das secdes Nomero de segoes Volume da solucéo de desparafinizacdo
5pm 1-4 160 pl
5-8 320 pl
10 pm 1-2 160 pl
3-4 320 pl

7. Coloque o tubo em um ThermoMixer ou agitador-incubador e incube a 56 °C por 1 hora com agitagdo a 1000 rpm até que o tecido
esteja completamente lisado.
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10.

Nota: O tempo de lise varia dependendo do tipo de tecido processado. Para a maioria dos tecidos, a lise é completada em 1 horas.
Se a lise estiver incompleta apés 1 hora, como indicado pela presenca de material insolivel, o tempo de lise pode ser prolongado
ou o material insolivel pode ser peletizado por centrifugagdo conforme descrito na etapa 10. A lise noturna é possivel e ndo afeta a

preparagdo.

. Incube a 90 °C por 1 hora.

Nota: A incubacdo a 90 °C em Buffer ATL reverte parcialmente a modificacdo do formaldeido de &cidos nucleicos. Tempos de
incubagdo mais longos ou temperaturas de incubagdo mais altas podem resultar em um DNA mais fragmentado. Se utilizar apenas um

bloco de aquecimento, deixe a amostra em temperatura ambiente apés a incubagdo a 56 °C até o bloco de aquecimento atingir 90 °C.

. Para minimizar o contetdo de RNA na amostra, adicione 2 pl de RNase A (100 mg/ml) & fase inferior e incube por 2 minutos em

temperatura ambiente antes de prosseguir para a etapa 10. Deixe a amostra esfriar em temperatura ambiente antes de adicionar a

RNase A.

Centrifugue & velocidade méxima durante 1 minuto em femperatura ambiente.

. Transfira cuidadosamente os tubos (contendo ambas as fases) para o porta-amostras do QIAsymphony SP.

Método 2: desparafinizagdo usando xileno

. Usando um bisturi, corte o excesso de parafina do bloco de amostra.

. Corte até 4 secdes de 10 pm de espessura ou até 8 secdes de 5 pm de espessura.

Nota: Se a superficie da amostra tiver sido exposta ao ar, descarte as primeiras 2-3 se¢des.

. Coloque imediatamente as secdes em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ou 2 ml (ndo fornecido) e adicione 1 ml de xileno &

amostra. Feche a tampa e agite em vértex vigorosamente por 10 segundos.

. Centrifugue & velocidade mdxima durante 2 minutos em temperatura ambiente.

5. Remova o sobrenadante fazendo a pipetagem. Néo remova qualquer por¢do do pellet.

. Adicione 1 ml de etanol (?26-100%) ao pellet e agite em vértex.

Nota: O etanol extrai o xileno residual da amostra.

. Centrifugue & velocidade mdxima durante 2 minutos em temperatura ambiente.

8. Remova o sobrenadante fazendo a pipetagem. N&o remova qualquer porcéo do pellet.

10.

Nota: Remova cuidadosamente qualquer etanol residual usando uma ponteira de pipeta fina.

. Abra o tubo e incube em temperatura ambiente (15-25 °C) por 10 minutos ou até que todo o etanol residual tenha evaporado.

Nota: A incubacdo pode ser realizada a temperaturas até 37 °C.

Ressuspenda o pellet em 220 pl de Buffer ATL.

. Adicione 20 pl de proteinase K e misture agitando em vértex.

Nota: Use a proteinase K do rack de enzimas do QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

. Incube a 56 °C por 1 hora (ou até que a amostra tenha sido completamente lisada).

Nota: O tempo de lise varia dependendo do tipo de tecido processado. Para a maioria dos tecidos, a lise é completada em 1 hora.
Se a lise estiver incompleta apés 1 hora, como indicado pela presenga de material insolivel, o tempo de lise pode ser prolongado
ou o material insoldvel pode ser removido por centrifugagdo conforme descrito na etapa 16. A lise noturna é possivel e ndo afeta a

preparacdo.
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13. Incube a 90 °C por 1 hora.

Nota: A incubagdo a 90 °C em Buffer ATL reverte parcialmente a modificagdo do formaldeido de dcidos nucleicos. Tempos de
incubagdo mais longos ou temperaturas de incubacdo mais altas podem resultar em um DNA mais fragmentado. Se utilizar apenas um

bloco de aquecimento, deixe a amostra em temperatura ambiente apés a incubagdo a 56 °C até o bloco de aquecimento atingir 90 °C.
14. Centrifugue brevemente a amostra para remover as gotas de dentro da tampa.

15. Para minimizar o conteGdo de RNA na amostra, adicione 2 pl de RNase A (100 mg/ml) e incube durante 2 minutos em temperatura

ambiente antes de prosseguir para a efapa 16. Deixe a amostra esfriar em temperatura ambiente antes de adicionar a RNase A.
16. Transfira cuidadosamente 220 pl do lisado para os tubos de amostra compativeis com o transportador de amostras do QlAsymphony SP.

Nota: Se os lisados contiverem material ndo digerido, centrifugue & velocidade méxima por 2 minutos em temperatura ambiente
antes de transferir o sobrenadante para os tubos de amostra. Para obter uma lista completa de tubos de amostra compativeis,

consulte a lista de materiais de laboratério em www.qgiagen.com. Recomendamos o uso de tubos de 2 ml (por ex., Sarstedt,

n°® de ref. 72.693 ou 72.608).

Armazenamento de eluatos

Recomenda-se remover a placa de eluato da gaveta "Eluate” (Eluato) imediatamente apés o término da execucdo. As placas de eluigdo
podem ser deixadas no QIAsymphony SP apés a conclusdo da execucdo de um dia para outro (mdximo de 12 horas incluindo o tempo
de execugdo; condi¢des ambientais recomendadas: 18-26 °C e umidade relativa de 20-75%). Dependendo da temperatura e umidade,

o eluato pode sofrer condensagdo ou evaporagéo.

Para o armazenamento a curto prazo, os eluatos podem ser armazenados em temperatura ambiente até 2 semanas. Para o armazenamento

prolongado, recomendamos o armazenamento a 2-8 °C, -20 °C, ou -80 °C

Nota: A estabilidade do eluato depende muito de vdrios fatores e estd relacionada & aplicacdo a jusante especifica. Ela foi estabelecida
para o QlAsymphony DSP DNA Mini Kit em conjunto com as aplicagdes a jusante exemplares. O usudrio é responsdvel por consultar as
instrucdes 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.
Ponto importante antes de comegar

® As particulas magnéticas do QIAsymphony copurificam o RNA e DNA se ambos estiverem presentes na amostra. Se for necessdrio

DNA livre de RNA, adicione RNase A & amostra na etapa indicada no respectivo protocolo de pré-tratamento.

Limitacdes e substdncias interferentes

Durante o desenvolvimento do QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, nenhuma substéncia interferente apresentou um impacto negativo no

preparo de amostras.

Nota: Os testes foram realizados usando aplicagdes a jusante exemplares para uma avaliacdo da qualidade dos dcidos nucleicos
extraidos. Contudo, as diferentes aplicagdes a jusante podem ter requisitos diferentes em relagdo & pureza (ou seja, a auséncia de
substéncias potencialmente interferentes), assim, a identificacdo e o teste de substdncias relevantes também precisam ser estabelecidos

como parte do desenvolvimento de aplicagdes a jusante para qualquer fluxo de trabalho envolvendo os QIAsymphony DSP DNA Mini Kits.
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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

u Fabricante
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Histdrico de revisoes

Revisdo Descri¢do

R1, junho de 2022 Versdo 2, Revis@o 1
e Atualizagdo para a versdo 2 para conformidade com o IVD

e Adicdo da secdo Limitacdes e substdncias interferentes
e Adicdo da secdo Armazenamento de eluatos
e Adicdo da segdo Simbolos

e Atualizagdo da secdo Preparo de material de amostra

Para obter informagdes atualizadas sobre licengas e avisos legais especificos de produtos, consulte o manual do usuério ou o manual do
respectivo kit QIAGEN®. Os manuais do usudrio e os manuais de kits QIAGEN estdo disponiveis em www.qiagen.com ou podem ser

solicitados & Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.

Marcas: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QlAsymphony® (QIAGEN Group); BD™ (Becton Dickinson and Company) ; Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.). Os nomes registrados, as marcas registradas etc. utilizados neste documento, mesmo
quando ndo marcados especificamente como tal, devem ser considerados protegidos pela lei.
06/2022 HB-3029-S07-001© 2022 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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