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Informatii generale
QIAsymphony DSP DNA Kit este destinat utilizarii pentru diagnostic in vitro.

Aceste protocoale sunt destinate purificarii ADN-ului total din tesuturi si din tesuturile fixate in formol si inglobate in parafina (Formalin-
Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE), utilizadnd QlAsymphony SP si QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.

In functie de tipul probei, recomandam utilizarea protocolului cu continut redus (Low Content, LC) sau cu continut ridicat (High Content,
HC). Tesuturile vor genera rezultate ADN crescute, atunci cand sunt procesate prin protocolul cu continut ridicat, dar protocolul cu continut
redus, Tn asociere cu un volum de elutie mic (50 pl), poate fi utilizat daca este necesara o concentratie ridicata de ADN. Pentru tesutul

FFPE, recomandam utilizarea protocolului cu continut redus.

Protocol cu continut redus

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (cat. nr. 937236)

Tesut FFPE si tesut®

Tntr-un singur preparat pot fi combinate pana la 4 sectiuni de tesut FFPE, fiecare cu
o grosime de maximum 10 ym, sau 8 sectiuni, cu o grosime de pana la 5 ym si o arie
a suprafetei de maximum 250 mma2.

Tissue_LC_200 V7 _DSP

Material de proba

Denumire protocol

Set implicit de control al testului ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP

Volum de elutie 50 pl, 100 pl, 200 pl sau 400 pl

Versiune software necesari Versiunea 4.0 sau mai recenta

Configuratie software necesara pentru utilizare IVD Profil implicit 1

* Consultati protocolul cu continut ridicat pentru informatii despre probele de tesut.

Protocol cu continut ridicat

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (cat. nr. 937236)
Tesut

Daca nu sunt disponibile informatii despre rezultatul preconizat, recomandam sa incepeti
cu 25 mg de material de proba. In functie de rezultatul obtinut, dimensiunea probei poate
fi marita in preparatele ulterioare.

Tissue_HC_200_V7_DSP

Material de proba

Denumire protocol

Set implicit de control al testului ACS_TissueHLC_200_V7_DSP

Volum de elutie 50, 100, 200 sau 400 pl

Versiune software necesari Versiunea 4.0 sau mai recenta

Configuratie software necesara pentru utilizare IVD Profil implicit 1
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Materiale necesare, dar nefurnizate
Pentru toate tipurile de probe

e Buffer ATL, 4 x 50 ml (cat. nr. 939016)
® Pentru reducerea la minimum a continutului de ARN: RNaza A fara DNaza (solutie standard de 100 mg/ml)

Pentru tesutul FFPE (deparafinare fara xilen)

® Deparaffinization Solution (cat. nr. 939018)

Pentru tesutul FFPE (deparafinare cu utilizarea xilenului)

e Xilen (99-100%)
e Etanol (96-100%)*

Sertarul ,Sample” (Proba)

Tip proba Tesut FFPE si tesut

Volum proba 220 pl (necesar pe proba, pe protocol)*
Volum proba procesat 200

Eprubete pentru probi primare nu se aplica

Eprubete pentru proba secundare Pentru informatii suplimentare, consultati lista instrumentarului de laborator, care poate fi gasita sub fila Resource (Resurse)
a paginii produsului, la adresa www.giagen.com.

Elemente de insertie Pentrl_J ipformat_ii su_plimentare, consult.at_i lista instrumentarului de laborator, care poate fi gasita sub fila Resource (Resurse)
’ a paginii produsului, la adresa www.giagen.com.

* Atat pentru protocolul cu continut ridicat, cat si pentru protocolul cu continut redus, sistemul nu va recunoaste daca volumul probei este mai mic de 220 pl, deoarece
transferul probei se face fara detectia nivelului de lichid. Prin urmare, asigurati-va ca volumul introdus al probei este de 220 pl.
n/a = nu se aplica.

Sertarul ,Reagents and Consumables” (Reactivi si consumabile)

Pozitia A1 si/sau A2 Cartus cu reactivi (RC)

Pozitia B1 nu se aplica

Suport al stativului pentru varfuri 1-17 Varfuri cu filtru de unica folosinta, 200 sau 1500 pl

Suport al cutiilor individuale 1-4 Cutii individuale care contin cartuse pentru prepararea probelor sau 8-Rod Covers

n/a = nu se aplica.

* Nu utilizati alcool denaturat, care contine substante suplimentare, precum metanol sau metiletilcetona.
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Sertarul ,Waste” (Deseuri)

Suport al cutiilor individuale 1-4 Cutii individuale goale
Suport al pungilor pentru deseuri Punga pentru deseuri
Suport al flaconului de deseuri lichide Flacon de deseuri lichide gol

Sertarul ,Eluate” (Eluat)

Stativ de elutie (recomandam utilizarea fantei 1, pozitie de racire) Pentru informatii suplimentare, consultati lista instrumentarului de laborator, care poate fi
gasita sub fila Resource (Resurse) a paginii produsului, la adresa www.qiagen.com.

Componente din plastic necesare

Un lot Doua loturi Trei loturi Patru loturi
Componente din plastic 24 de probe* 48 de probe* 72 de probe* 96 de probe*
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' 3 6 9 12

Utilizarea a mai putin de 24 de probe pe lot scade numarul de varfuri cu filtru de unica folosinta necesar pentru fiecare testare.
T Exista 32 de varfuri cu filtru/stativ pentru varfuri.

¥ Numarul de varfuri cu filtru necesare include varfuri cu filtru pentru 1 scanare a inventarului pe cartus cu reactivi (RC).

§ Exista 28 de cartuse de preparare a probei/cutie individuala.

' Exista douasprezece 8-Rod Covers/cutie individuala.

Retineti: Numarul specificat de varfuri cu filtru poate diferi de numarul afisat pe ecranul tactil, in functie de setari. Recomandam
fncarcarea unui numar maxim posibil de varfuri.

Volum de elutie

Volumul de elutie este selectat pe ecranul tactil. In functie de tipul probei si de continutul de ADN, volumul final poate varia cu pana la
15 pl mai putin decat volumul selectat. Deoarece volumul de eluat poate varia, recomandam verificarea volumului de eluat propriu-zis la
utilizarea unui sistem automat de configurare a testelor care nu verifica volumul de eluat inaintea transferului. Elutia in volume mai mici
mareste concentratia finala de ADN, dar reduce usor rezultatul. Recomandam utilizarea unui volum de elutie corespunzator pentru
aplicatia din aval dorita.

Prepararea materialului de proba

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie
adecvate. Pentru informatii suplimentare, consultati fisele cu date de securitate (Safety Data Sheets, SDS) corespunzatoare, disponibile
de la furnizorul produsului.

Pentru recomandari generale privind recoltarea, transportul si depozitarea, consultati ghidul CLSI MM13-A aprobat, ,Collection,

Transport, Preparation, and Storage of Specimens for Molecular Methods” (Recoltarea, transportul, prepararea si depozitarea
esantioanelor pentru metode moleculare).
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Operatiuni care trebuie executate Tnainte de incepere

e \Verificati Buffer ATL pentru prezenta unui precipitat alb. Daca este necesar, incubati timp de 30 de minute la 37 °C, agitand
ocazional pentru dizolvarea precipitatului.

e Setati un ThermoMixer sau un agitator-incubator la temperatura necesara pentru tratarea prealabila respectiva.

Tesuturi

Tesuturile proaspete si cele congelate pot fi folosite pentru purificarea ADN. Rezultatul si calitatea ADN-ului vor depinde de tipul, sursa
si conditiile de depozitare a tesuturilor. Tesutul proaspat poate fi taiat in bucati mici si depozitat la —20 °C sau la —80 °C inainte de
procesare. In general, recomandam utilizarea protocolului cu continut ridicat, care va oferi rezultate ADN imbunatatite. Protocolul cu
continut redus, Tn asociere cu volumul de elutie de 50 pl, este recomandat doar daca sunt necesare concentratii mari de ADN pentru
analiza din aval. Daca nu sunt disponibile informatii cu privire la rezultatul preconizat, recomandam sa incepeti cu 25 mg de material de
proba, folosind protocolul cu continut ridicat si volumul de elutie de 200 pl. n functie de rezultatul obtinut, dimensiunea probei poate fi
marita sau volumul de elutie poate fi redus Tn preparatele ulterioare. Retineti ca supraincarcarea preparatelor in asociere cu volume de

elutie mici poate provoca transferul particulelor magnetice in eluat, care ar putea compromite puritatea ADN-ului si analiza din aval.

Retineti: Atunci cand lucrati cu probe de tesut congelate, trebuie luat in considerare ISO 20184-3:2021 (E) pentru extractia NA
automatizata din probe de tesut congelat.

Retineti: Stabilitatea probelor depinde foarte mult de factori variati si este legata de aplicatia din aval specifica. Este responsabilitatea
utilizatorului sa consulte instructiunile de utilizare ale aplicatiei din aval specifice utilizate Tn laboratorul propriu si/sau sa valideze intregul

flux de lucru pentru a stabili conditiile de depozitare corespunzatoare.

Protocol de tratare prealabila pentru tesut

1. Transferati proba de tesut intr-un tub de microcentrifugare de 2 ml (nefurnizat).
2. Adaugati 220 pl de Buffer ATL.
3. Adaugati 20 pl de proteinaza K si amestecati prin ,ciocanirea” tubului.
Retineti: Utilizati proteinaza K din stativul pentru enzime al QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

4. Introduceti tubul Tntr-un ThermoMixer sau intr-un agitator-incubator, si incubati la 56 °C, agitand la 900 rot/min, pana cand tesutul
este complet lizat.

Retineti: Timpul de lizare variaza n functie de tipul tesutului procesat. Pentru cele mai multe tesuturi, liza este finalizata n decurs de
3 ore. Daca liza este incompleta dupa 3 h, lucru indicat de prezenta materialului insolubil sau de lizati cu viscozitate extrem de mare,
timpul de lizare poate fi prelungit, sau materialul insolubil poate fi eliminat prin centrifugare, conform descrierii de la pasul 6.

Este posibila lizarea peste noapte, fara ca aceasta sa afecteze preparatul.

5. Pentru a reduce la minimum continutul de ARN din proba, adaugati 4 pl de RNase A (100 mg/ml) si incubati timp de 2 minute la

temperatura camerei (15-25 °C) inainte de a continua cu pasul 6.
6. Omogenizati proba prin pipetare verticala, de mai multe ori.
Retineti: Daca inca sunt prezente bucati de material insolubil, centrifugati la 3000 x g timp de 1 minut.

7. Transferati cu atentie 220 pl de lichid supernatant in eprubetele pentru proba, care sunt compatibile cu suportul pentru probe aferent
QlIAsymphony SP.
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8. Pentru o listd completd de eprubete pentru probad compatibile, consultati lista instrumentarului de laborator, la adresa
www.giagen.com. Recomandam utilizarea eprubetelor de 2 ml (de exemplu, Sarstedt nr. cat. 72.693 sau 72.608). 0.

Tesut FFPE

Procedurile FFPE standard au intotdeauna ca rezultat o fragmentare semnificativa a acizilor nucleici. Pentru a limita gradul

de fragmentare a ADN-ului, luati urmatoarele masuri:

e Fixati probele de tesut in 4-10% formol cat se poate de repede dupa rezectia chirurgicala

® Folositi un timp de fixare de 14-24 de ore (timpii de fixare mai mari au ca rezultat o fragmentare mai mare a ADN-ului, rezultand
o performanta slaba in testele din aval)

® Deshidratati bine probele Tnainte de inglobare (formolul rezidual poate inhiba digerarea proteinazei K)

Materialul initial pentru purificarea ADN trebuie sé fie sectiuni proaspat taiate de tesut FFPE. Tntr-un singur preparat pot fi procesate pana
la 4 sectiuni, fiecare cu o grosime de maximum 10 pym, sau 8 sectiuni, cu o grosime de pana la 5 ym si o arie a suprafetei de maximum
250 mm?. Dacé nu sunt disponibile informatii despre natura materialului initial, recomandam sa incepeti cu maximum 3 sectiuni intr-un

singur preparat. In functie de rezultatul si de puritatea ADN-ului, poate fi posibila utilizarea a maximum 8 sectiuni in preparatele ulterioare.

Retineti: Atunci cand lucrati cu tesut FFPE, trebuie luat in considerare ISO 20166-3:2018 (E) pentru extractia NA automatizata din tesut

FFPE, pentru informatii suplimentare despre manipularea probelor.

Retineti: Protocoalele pentru tesuturile FFPE sunt concepute special pentru a copurifica doar cantitati mici de ARN. Aceasta va avea ca
rezultat o valoare redusa a masuratorii fotometrice in comparatie cu valorile obtinute cu kitul manual QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Protocol de tratare prealabila pentru tesut FFPE

Metoda 1: deparafinare folosind Deparaffinization Solution

1. Utilizand un bisturiu, taiati parafina in exces din blocul de proba.
2. Taiati maximum 4 sectiuni cu grosimea de 10 um sau maximum 8 sectiuni cu grosimea de 5 ym.
Retineti: Daca suprafata probei a fost expusa la aer, aruncati primele 2-3 sectiuni.

3. Introduceti imediat sectiunile intr-un tub Sarstedt de 2 ml (nefurnizat, cat. nr. 72.693 sau 72.608), compatibil cu suportul pentru probe

aferent QIAsymphony SP.
4. Adaugati 200 pl de Buffer ATL in sectiuni.
5. Adaugati 20 pl de proteinaza K.
Retineti: Utilizati proteinaza K din stativul pentru enzime al QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

6. Adaugati 160 pl sau 320 pl de Deparaffinization Solution (consultati tabelul urmator) si amestecati prin vortexare.

Grosimea sectiunilor Numar de sectiuni Volum de Deparaffinization Solution
5pum 1-4 160 pl
5-8 320 pl
10 ym 1-2 160 pl
3-4 320 pl
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10.
11.

. Introduceti tubul intr-un ThermoMixer sau intr-un agitator-incubator, si incubati la 56 °C timp de 1 h, agitand la 1000 rot/min, pana

cand tesutul este complet lizat.

Retineti: Timpul de lizare variaza in functie de tipul tesutului procesat. Pentru cele mai multe tesuturi, liza este finalizata in decurs de
1 ora. Daca liza este incompleta dupa 1 h, lucru indicat de prezenta materialului insolubil, timpul de lizare poate fi prelungit, sau
materialul insolubil poate fi transformat in peleti prin centrifugare, conform descrierii de la pasul 10. Este posibila lizarea peste noapte,

fara ca aceasta sa afecteze preparatul.

. Incubati la 90 °C timp de 1 ora.

Retineti: Incubarea la 90 °C in Buffer ATL inverseaza partial modificarea in formaldehida a acizilor nucleici. Timpii de incubare mai
mari sau temperaturile de incubare mai ridicate pot avea ca rezultat un ADN mai fragmentat. Daca utilizati un singur bloc de Tncalzire,

Iasati proba la temperatura camerei dupa incubarea acesteia la 56 °C, pana cand blocul de incalzire atinge 90 °C.

. Pentru a reduce la minimum continutul de ARN din probé, adaugati 2 pl de RNaza A (100 mg/ml) in faza inferioara si incubati timp

de 2 minute la temperatura camerei inainte de a continua cu pasul 10. Lasati proba sa se raceasca la temperatura camerei, inainte

de a adauga RNaza A.
Centrifugati la turatie maxima timp de 1 minut la temperatura camerei.

Transferati cu atentie eprubetele (care contin ambele faze) in suportul pentru probe aferent QlAsymphony SP.

Metoda 2: deparafinare folosind xilen

1.
2.

10.
11.

12.

Utilizand un bisturiu, taiati parafina in exces din blocul de proba.
Taiati maximum 4 sectiuni cu grosimea de 10 pm sau maximum 8 sectiuni cu grosimea de 5 pm.

Retineti: Daca suprafata probei a fost expusa la aer, aruncati primele 2-3 sectiuni.

. Introduceti imediat sectiunile intr-un tub de microcentrifugare de 1,5 sau 2 ml (nefurnizat) si adaugati 1 ml de xilen in proba. Inchideti

capacul si agitati puternic timp de 10 s.

. Centrifugati la turatie maxima timp de 2 minute la temperatura camerei.
. Eliminati lichidul supernatant prin pipetare. Nu scoateti niciun pelet.

. Adaugati 1 ml de etanol (96-100%) in pelet si amestecati in agitatorul vortex.

Retineti: Etanolul extrage xilenul rezidual din proba.

. Centrifugati la turatie maxima timp de 2 minute la temperatura camerei.

. Eliminati lichidul supernatant prin pipetare. Nu scoateti niciun pelet.

Retineti: Scoateti cu atentie etanolul rezidual, utilizadnd un varf de pipeta fin.

. Deschideti tubul si incubati la temperatura camerei (15-25 °C) timp de 10 minute sau pana la evaporarea intregului etanol rezidual.

Retineti: Incubarea poate fi realizata la temperaturi de pana la 37 °C.

Resuspendati peletul in 220 pl de Buffer ATL.

Adaugati 20 pl de proteinaza K si amestecati in agitatorul vortex.

Retineti: Utilizati proteinaza K din stativul pentru enzime al QlIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Incubati la 56 °C timp de 1 ora (sau pana la lizarea completa a probei).
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Retineti: Timpul de lizare variaza in functie de tipul tesutului procesat. Pentru cele mai multe tesuturi, liza este finalizata in decurs
de 1 ora. Daca liza este incompleta dupa 1 h, lucru indicat de prezenta materialului insolubil, timpul de lizare poate fi prelungit, sau
materialul insolubil poate fi eliminat prin centrifugare, conform descrierii de la pasul 16. Este posibila lizarea peste noapte, fara ca
aceasta sa afecteze preparatul.

13. Incubati la 90 °C timp de 1 ora.

Retineti: Incubarea la 90 °C in Buffer ATL inverseaza partial modificarea in formaldehida a acizilor nucleici. Timpii de incubare mai
mari sau temperaturile de incubare mai ridicate pot avea ca rezultat un ADN mai fragmentat. Daca utilizati un singur bloc de incalzire,

|&sati proba la temperatura camerei dupa incubarea acesteia la 56 °C, pana cand blocul de incalzire atinge 90 °C.
14. Centrifugati pentru scurt timp proba pentru a elimina picaturile din interiorul capacului.
15. Pentru a reduce la minimum continutul de ARN din proba, adaugati 2 pyl de RNaza A (100 mg/ml) si incubati timp de 2 minute la

temperatura camerei inainte de a continua cu pasul 16. Lasati proba sa se réceasca la temperatura camerei, inainte de a adauga
RNaza A.

16. Transferati cu atentie 220 pl de lizat in eprubetele pentru proba, care sunt compatibile cu suportul pentru probe aferent QlAsymphony SP.

Retineti: Daca lizatii contin material nedigerat, centrifugati la turatie maxima timp de 2 minute la temperatura camerei, inainte de
transferul lichidului supernatant in eprubetele pentru proba. Pentru o listd completa de eprubete pentru proba compatibile, consultati
lista instrumentarului de laborator, la adresa www.qgiagen.com. Recomandam utilizarea eprubetelor de 2 ml (de exemplu, Sarstedt
nr. cat. 72.693 sau 72.608).

Depozitarea eluatelor

Se recomanda scoaterea placii de eluat din sertarul ,Eluate” (Eluat) imediat dupa incheierea testarii. Placile de elutie pot fi Iasate peste
noapte in QlAsymphony SP dupa finalizarea testarii (maximum 12 ore, inclusiv timpul de testare; conditii de mediu recomandate:
18-26 °C si umiditate relativa 20-75 %). n functie de temperatura si umiditate, eluatul poate trece prin procesul de condensare sau

evaporare.

Pentru depozitarea pe termen scurt, eluatele pot fi depozitate la temperatura camerei timp de cel mult 2 s&ptdmani. In cazul depozitarii

pe termen lung, recomandam depozitarea la 2-8 °C, —-20 °C sau —-80 °C.

Retineti: Stabilitatea eluatului depinde foarte mult de factori variati si este legata de aplicatia din aval specifica. Aceasta s-a stabilit pentru
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit impreuna cu aplicatii din aval tipice. Este responsabilitatea utilizatorului sa consulte instructiunile de
utilizare ale aplicatiei din aval specifice utilizate in laboratorul propriu si/sau sa valideze intregul flux de lucru pentru a stabili conditiile de

depozitare corespunzatoare.

Informatie importanta inainte de a incepe

e Particulele magnetice QIAsymphony copurifica ARN-ul si ADN-ul, daca ambele sunt prezente in proba. Daca este necesar ADN fara
ARN, adaugati RNase A in proba la pasul indicat in protocolul de tratare prealabila respectiv.
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Limitari si substante de interferenta

Tn timpul dezvolt&rii QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, nu s-au identificat substante de interferenta care sa aiba un impact negativ asupra

prepararii probelor.

Retineti: Testarea a fost efectuata utilizand aplicatii din aval tipice pentru o evaluare a calitatii acizilor nucleici extrasi. Cu toate acestea,
diferite aplicatii din aval pot avea cerinte diferite in ceea ce priveste puritatea (adica absenta substantelor de interferenta potentiale),
astfel incét identificarea si testarea substantelor relevante trebuie, de asemenea, sa fie stabilite ca parte a dezvoltarii aplicatiei din aval

pentru orice flux de lucru care implica QlAsymphony DSP DNA Mini Kit.
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Simboluri

Tn acest document apar urmatoarele simboluri. Pentru o listd completa a simbolurilor utilizate in instructiunile de utilizare sau pe ambalaj

si etichetd, consultati manualul.

Simbol Definitia simbolului
c € Acest produs indeplineste cerintele Regulamentului european 2017/746 pentru dispozitive medicale
pentru diagnostic in vitro.
IVD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro
Numar catalog
Rn R reprezinta revizuirea Instructiunilor de utilizare, iar n este numarul revizuirii

u Producator
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Istoricul reviziilor

Editie Descriere

R1, iunie 2022 Versiunea 2, editia 1
e Actualizare la versiunea 2 pentru conformitate cu IVD
e Addugarea sectiunii Limitari si substante de interferenta
e Adaugarea sectiunii Depozitarea eluatelor
e Adaugarea sectiunii Simboluri
e Actualizarea sectiunii Prepararea materialului de proba

Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a raspunderii specifice produselor, consultati ghidul sau manualul
de utilizare al kitului QIAGEN® respectiv. Ghidurile si manualele de utilizare pentru kiturile QIAGEN sunt disponibile pe www.giagen.com

sau pot fi solicitate de la Serviciile tehnice QIAGEN sau distribuitorul dumneavoastra local.

Marci comerciale: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); BD™ (Becton Dickinson and Company); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.). Denumirile inregistrate, marcile comerciale etc. utilizate in documentul de
fata, chiar daca nu sunt marcate in mod specific, sunt protejate prin lege.
06/2022 HB-3029-S07-001© 2022 QIAGEN, toate drepturile rezervate.

Pentru comenzi www.qiagen.com/shop | Suport tehnic support.giagen.com | Site web www.giagen.com
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