Caracteristicas de rendimiento

QIAamp® DSP Circulating NA Kit, versién 1 61504

Gestion de versiones

c€ A Compruebe la disponibilidad de nuevas versiones de la

documentacién electrénica en www.qiagen.com en los recursos

del producto y del nimero de producto antes de realizar la

prueba.

Introduccién general

El QlAamp DSP Circulating NA Kit es un sistema que utiliza tecnologia de membrana de silice
(tecnologia QlAamp) para aislar y purificar ADN y ARN extracelular circulante de muestras de

plasma sanguineo humano.

Este producto estd destinado a ser utilizado por usuarios profesionales, como técnicos y médicos

que hayan recibido formacién en técnicas de biologia molecular.
El QlAamp DSP Circulating NA Kit se ha disefiado para diagnéstico in vitro.

Rendimiento de dcidos nucleicos purificados

Las muestras de plasma pueden mostrar una alta varianza en el rendimiento de dcidos nucleicos
purificados. Por tanto, en el laboratorio los usuarios deben optimizar el plasma introducido y el

volumen de elucién para su analito especifico y la aplicacién posterior.

Si se utiliza el kit junto con una aplicacién QIAGEN® posterior, consulte el correspondiente manual

de uso para obtener instrucciones.

Andlisis de aplicaciones posteriores

Los é&cidos nucleicos aislados mediante el QlAamp DSP Circulating NA Kit estan listos para
utilizarse en las distintas aplicaciones posteriores. Para evaluar su rendimiento, se aislaron los
d4cidos nucleicos del plasma sanguineo humano de un Gnico donante con tres tubos distintos de
recogida de sangre (BD Vacutainer® K2EDTA Tube, Becton Dickinson®; PAXgene® Blood ccfDNA
Tube, PreAnalytiX y Streck® Cell-Free DNA Blood Collection Tube (BCT)®, Streck; n = 24 donantes
cada uno). Se analizaron los eluidos de 1 ml de plasma introducido mediante PCR cuantitativa
(quantitative PCR, qPCR, Figura 1A), PCR digital en nanogotas (Digital Droplet PCR, ddPCR,
Figura 1B), asi como mediante transcripcién inversa (Reverse Transcription gPCR, RT-qPCR) para
ARN (solo el plasma del BD Vacutainer K2EDTA Tube, Figura 2).
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Figura 1. Comparacién del plasma de un Gnico donante (1 ml introducido) entre qPCR y ddPCR (Bio-Rad®)
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Figura 2. Deteccién de ARN extracelular en el plasma de un Gnico donante (1 ml introducido) mediante un ensayo con
transcripcion inversa-qPCR del gen humano de la actina beta (longitud de fragmentos de 293 bp).
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Se generaron eluidos de un volumen de entrada de plasma de 5 ml para el andlisis de
secuenciacién de alto rendimiento (Next-Generation Sequencing, NGS) (BD Vacutainer K2EDTA
Tube, PAXgene Blood ccfDNA Tube y Streck Cell-Free DNA BCT; n = 8 donantes cada uno). El
total del rendimiento de ADN para 5 ml de plasma se encontraba entre 50 ng 'y 150 ng de ADN
detectado con el ensayo mediante Qubit® HS dsDNA. El andlisis NGS se realizé con el GeneRead®
QlAact Actionable Insights Tumor Panel y el sistema GeneReader™. Se enriquecieron todas las
muestras y se generaron genotecas. >98 % de las lecturas generadas se asignaron al genoma

humano y >99,8 % de las posiciones en regiones de interés tenian una cobertura de base de

>500 x.

Se observé una aplicacién correcta de tecnologias de fase posterior para ambas especies de

dcidos nucleicos (Figura 3)

gPCR  ddPCR  RT-qPCR  NGS

K2EDTA ‘/ ‘/ ‘/ /
PAXgene / / no

probado

Streck ‘/ ‘/ no

probado

AN

Figura 3. Uso satisfactorio de dcidos nucleicos aislados con distintas aplicaciones posteriores.

El usuario debe optimizar el plasma introducido y el volumen de elucién para su molécula diana 'y
cualquier procedimiento posterior que se vaya a realizar en el laboratorio o debe consultar el

rendimiento especifico de la aplicacién posterior relevante.

Estabilidad del eluido

La estabilidad del eluido dependerd del contenido y del tipo de dcidos nucleicos aislados, del
volumen de elucién y de las condiciones de almacenamiento. Recomendamos que los usuarios

determinen la estabilidad del eluido segin sus requisitos particulares.

Se analizaron la estabilidad del eluido para el ADN y los eluidos derivados del plasma humano
generados a partir del BD Vacutainer K2EDTA Tube (Becton Dickinson) y los tubos estabilizantes
de recogida de sangre (PAXgene Blood ccfDNA Tube y Streck Cell-Free DNA BCT). Se
almacenaron los eluidos entre =30y =15 °Cy entre =90 y -65 °C. No se observé deterioro hasta
los 12 meses. Los eluidos almacenados a 2-8 °C y a temperatura ambiente (15-25 °C) se
mantuvieron estables hasta un méximo de 48 horas. Todas las condiciones se evaluaron mediante

gPCR manipulando el gen 18S rADN humano.
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Se analizaron la estabilidad del eluido para el ARN vy los eluidos derivados del plasma humano
generados a partir de los BD Vacutainer K2EDTA Tubes (Becton Dickinson). Se almacenaron los
eluidos entre =30y —=15 °C y entre —90 y -65 °C. No se observé deterioro hasta los 6 meses. Los
eluidos almacenados a 2-8 °C se mantuvieron estables hasta un maximo de 48 horas. Todas las

condiciones se evaluaron mediante RT-gPCR manipulando el gen humano de la actina beta.

Si se utiliza el kit junto con aplicaciones QIAGEN posteriores, consulte el correspondiente manual

de uso del kit para obtener instrucciones.
Precisidn del aislamiento de dcidos nucleicos

Se evalud la precisién empleando plasma humano y las condiciones se evaluaron mediante gPCR

manipulando el gen 18S rADN humano.

La configuracién experimental comprendia 12 series de purificacién y 12 duplicados cada una
(un total de 144 purificaciones). Las series de purificacién se planificaron con tres operarios
distintos en tres dias distintos con tres instrumentos distintos y utilizando tres lotes distintos del
QIAamp DSP Circulating NA Kit. Se calculé la desviacién estdndar (Standard Deviation, SD) vy el
coeficiente de variacién (Coefficient of Variation, CV) para cada pardmetro y para la variabilidad

total del QlAamp DSP Circulating NA Kit Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de precisién

Precisién
Pardmetro Media de copias/ml SD CV (%)
Entre series 461 1,78
Entre operarios 1392 5,38
Entre instrumentos 228 0,88
25894
Entre dias 2096 8,09
Entre lotes 969 3,74
Total 3120 12,05

Linealidad

Se han generado datos para el volumen de entrada de plasma de 1-5 ml almacenado en los BD
Vacutainer K2EDTA Tubes, PAXgene Blood ccfDNA Tubes y en los Streck Cell-Free DNA BCT. Se
observé un aumento lineal del rendimiento del ADN en todos los BCT (consulte la Figura 4); esto
también se produjo en el ARN en los BD Vacutainer K2EDTA Tubes.
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Figura 4. Aumento lineal del rendimiento del ADN total (copias de ADN/ml de plasma introducido) para distintos volimenes
de entrada de plasma. Datos observados del plasma generado a partir del PAXgene Blood ccfDNA Tube, resultados
equivalentes del plasma derivado del BD Vacutainer K2EDTA Tube (DNA/RNA) y del Streck Cell-Free DNA BCT.

copias de ADN/ml de plasma

o

Equivalencia de protocolos (protocolos Breeze y cldsico)

La equivalencia de rendimiento entre el protocolo Breeze y el protocolo cldsico se calculé al
demostrar que el limite de confianza del 95 % correspondiente de la diferencia en la media del
valor de Ct (ARN) o en la media de copias/ml (ADN) estaba dentro de = 2 x SD, y el valor SD
era la precisién observada del protocolo clésico (condicién de referencia). Se emplearon tres lotes

del kit y fueron tres operarios quienes llevaron a cabo los experimentos.

La precisién total (SD) de los valores Ct generados para el protocolo Breeze fue inferior al limite
superior del intervalo de prediccion del 95 % bilateral para la precisién total (SD) del protocolo
clésico, en el que el intervalo de prediccién se calculé dentro del estudio utilizando los datos del
protocolo cldsico (n = 143) y el nimero de puntos de datos del protocolo Breeze (n = 144) en el

estudio.
Sustancias interferentes

Las sustancias con posibilidad de causar interferencias pueden proceder de distintas fuentes, p. ej.,
metabolitos, naturales, sustancias introducidas durante el tratamiento del paciente o sustancias que
el mismo paciente ha ingerido. Se probaron como componentes endégenos para el QlAamp DSP
Circulating NA Kit la hemoglobina, los triglicéridos, el EDTA, la cafeina, la albiming, la bilirrubina
conjugada y la bilirrubina libre. No se observaron interferencias al aplicar gPCR como aplicacién
posterior. Ademds, no se derivaron inferferencias de los componentes del QlAamp DSP
Circulating NA Kit (proteinasa K, Buffer ACL, Buffer ACB, Buffer ACW1, Buffer ACW2 y etanol)

durante el procesamiento de muestras y la extraccién de dcido nucleico.
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Debido a la complejidad de las sustancias potencialmente interferentes y de la diferente
sensibilidad de las aplicaciones posteriores especificas, recomendamos que los usuarios evalden
el efecto de las sustancias interferentes especificas para su propio flujo de trabajo y validen un

método de control de interferencias en su aplicacién posterior de diagnéstico especifica.

Consulte los manuales de uso del kit correspondiente para obtener mds informacién sobre las

sustancias interferentes en aplicaciones posteriores de QIAGEN® especificas.
Contaminacién cruzada

Para evaluar el nivel de contaminacién cruzada se afiadieron 10° copias del virus de la hepatitis B
(VHB) a 5 ml 0 2 ml de plasma sanguineo humano (muestras positivas) y se aislaron de manera
adyacente a muestras sin virus (muestras negativas) en una distribucién como la de un tablero de
ajedrez donde se alternaban las series de extraccién que contenian solo muestras negativas (para
evaluar la contaminacién cruzada de series de intraextraccién e interextraccién). El estudio tenia
como fin simular las condiciones en las que muestras con un nivel elevado de moléculas diana de
un dcido nucleico pueden realizar una contaminacién cruzada de otras muestras durante del
procedimiento de extraccién. La purificacién de dcidos nucleicos se llevo a cabo utilizando un lote
de reactivos. La contaminacién cruzada se evalué mediante el artus® HBVY RG CE PCR Kit. Los

resultados mostraron ausencia de contaminacién cruzada en todo el sistema.
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Notas
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Historial de revisiones

Fecha Cambios

R1 Versién inicial

09/2019

R2 Se han revisado las condiciones de almacenamiento para la estabilidad del elvido
08/2021 analizado para el ADN:

Es posible el almacenamiento de ~30 a -15 °C y de —90 a -65 °C durante un periodo
maximo de 12 meses.

Se han revisado las condiciones de almacenamiento para la estabilidad del eluido
analizado para el ARN:

Es posible el almacenamiento de =30 a —15 °C y de =90 a -65 °C durante un periodo
maximo de 6 meses.

Se ha corregido el error en la hoja de rendimiento: El almacenamiento de ARN no se ha
analizado a temperatura ambiente (15-25 °C).

Se han corregido los datos del estudio de precisién en las columnas SD y CV en la Tabla
1.

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad especificas
del producto, consulte el manual de uso o la guia del usuario del kit de QIAGEN correspondiente.
Los manuales de uso y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estén disponibles en

www.giagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico de QIAGEN o a su distribuidor local.

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, artus®, GeneRead®, GeneReader™ (QIAGEN Group); BD Vacutainer®, Becton Dickinson® (Becton Dickinson y
Co.); BioRad® (BioRad Laboratories, Inc.); PAXgene® (PreAnalytiX GmbH); Streck®, Cell-Free DNA BCT® (Streck Inc.); Qubit® (Thermo Fisher Scientific o sus filiales).

HB-0466-D01-002 © 2021 QIAGEN. Todos los derechos reservados.
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