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Acordo de licenga limitada para o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

A utilizacao deste produto implica a aceitagao dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do
OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit:

1. 0 produto devera ser utilizado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com o
presente manual e recorrendo a utilizagao exclusiva de componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de
propriedade intelectual, a PreAnalytiX® ndo concede nenhuma licenca para utilizar ou incluir os componentes
englobados neste kit com qualquer componente nao incluido neste kit, salvo conforme descritos nos protocolos
fornecidos com o produto, no presente manual e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em
www.giagen.com e www.PreAnalytiX.com.

2. Aexcecao de licengas expressamente declaradas, a PreAnalytiX nao fornece qualquer garantia de que este kit
e/ou a sua utilizagao ou utilizagdes ndo infringem os direitos de terceiros.

3. Estes consumiveis e respetivos componentes estdo licenciados para uma unica utilizagdo e ndo podem ser
reutilizados, recondicionados ou objeto de revenda.

4. APreAnalytiX recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, a excegéo das
expressamente declaradas.

5. 0 comprador e o utilizador do kit concordam em ndo tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que
possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos acima proibidos. A PreAnalytiX pode fazer cumprir as proibigdes
do presente Contrato de licenga limitada em qualquer tribunal e devera recuperar todos os custos legais e de
investigacdo em que incorra, incluindo honorarios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir
o presente Contrato de licenca limitada ou qualquer um dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao
kit e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite www.qgiagen.com e www.PreAnalytiX.com.

Distribuidores da PreAnalytiX

Os produtos PreAnalytiX sao fabricados e distribuidos pela QIAGEN e BD para a
PreAnalytiX.
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Utilizagao prevista

0 OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit, a ser utilizado com o instrumento
OlAsymphony SP, foi concebido para realizar o isolamento e a purificagao
automatizados de ADN de circulacdo livre de células (circulating cell free DNA,
ccfDNA) de plasma gerado a partir de sangue total venoso humano colhido no
PAXgene Blood ccfDNA Tube.

0 QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit utiliza tecnologia de particulas
magnéticas para o isolamento e a purificagao automatizados de ADN de circulagao
livre de células (circulating cell free DNA, ccfDNA) de plasma humano.

0 OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit destina-se a ser utilizado para
diagnostico in vitro por utilizadores profissionais, tais como técnicos e médicos com
formacao em técnicas de biologia molecular.

Utilizador previsto

Este kit destina-se a utilizagao profissional.

0 produto deve ser utilizado apenas por pessoal com formacao especifica,
especializado em técnicas de biologia molecular e familiarizado com esta tecnologia.
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Descricao e principio

Resumo e explicagao

0 ADN de circulacao livre de células(circulating cell-free DNA, ccfDNA) esta presente
no plasma geralmente como fragmentos curtos (<1000 bp). A concentragédo de
ccfDNA no plasma é geralmente baixa (de 1a 100 ng/ml) e varia significativamente
entre individuos. O PreAnalytiX PAXgene Blood ccfDNA Tube com a marca CE,
juntamente com o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit constituem um fluxo de
trabalho padronizado para a colheita, armazenamento e transporte de sangue;
estabilizacao de ADN num tubo fechado; subsequente isolamento de ccfDNA e
purificacdo do plasma humano utilizando o instrumento QIAGEN® QlAsymphony SP.

Os protocolos no instrumento QlAsymphony SP sao fornecidos para a extracao de
ccfDNA de 2,4 e 4,8 ml de plasma gerado a partir de PAXgene Blood ccfDNA Tubes
por dupla centrifugacao. O plasma é transferido e processado num tubo secundario
no instrumento QlAsymphony SP.

Em alternativa, os protocolos de manuseamento do tubo primario no instrumento
OlAsymphony SP estao disponiveis para volumes de entrada de plasma de 2,4 e 4 ml.
Neste caso, ndao é necessario um segundo passo de centrifugacao ou transferéncia
de plasma para um tubo secundario.

A tecnologia de particulas magnéticas do QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
permite a purificagao de ccfDNA de alta qualidade, isento de proteinas, nucleases e
outras impurezas. O instrumento QlAsymphony SP executa todos os passos do
procedimento de purificagao. Até 96 amostras, em lotes de 24, sao processadas
numa Unica execugao. Para o isolamento de ADN gendmico (ADNg) da fragao celular
nucleada de sangue colhido nos PAXgene Blood ccfDNA Tubes no instrumento
OlAsymphony SP, consulte as indicacdes fornecidas nas Instrugdes de utilizacao do
PAXgene Blood ccfDNA Tube (www.PreAnalytiX.com).
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Principios do procedimento

Atecnologia do instrumento QlAsymphony SP combina a velocidade e a eficiéncia da
purificacao de acidos nucleicos por troca aniénica com o pratico manuseamento das
particulas magnéticas (Figural). O procedimento de purificacdo destina-se a
assegurar o manuseamento sequro e reproduzivel de amostras potencialmente
infeciosas e consiste em 3 passos: ligacdo, lavagem e eluicdo (Figura?2). Os
utilizadores podem escolher entre diferentes volumes de entrada da amostra.

Trans-

feréncia Libertagio
Haste Haste
magnética magnética
Manga
de barras
| d l I Manga de
barras
__—p —__—p _—n
=1
Reagente 1 e Movimento ascendente Transferéncia Movimento ascendente e Reagente 2 e
particulas e descendente lento da descendente répido da  particulas
magnéticas haste para recolher as haste para libertar as magnéticas
particulas magnéticas particulas magnéticas
Poco 1 Poco 2

Figura 1. Diagrama esquematico do principio do instrumento QlAsymphony SP. O instrumento QIAsymphony SP
processa uma amostra que contém particulas magnéticas da sequinte forma: uma haste magnética protegida por uma
manga entra num poco contendo a amostra e atrai as particulas magnéticas. A manga da haste magnética é posicionada
sobre outro pogo e as particulas magnéticas sao libertadas. Estes passos sao repetidos varias vezes durante o
processamento da amostra. O instrumento QlAsymphony SP utiliza uma cabeca magnética contendo uma variedade de
24 hastes magnéticas pelo que processa até 24 amostras simultaneamente.
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OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Amostra de plasma e tampao
de ligacéo, proteinase K e
particulas magnéticas
transferidas para o cartucho
de preparacao de amostras

Ligacdo do ADN a&s particulas
magnéticas

Separacdo magnética

Lavagem

Separagdo magnética

Eluicao

ccfDNA puro, de elevada qualidade

Figura 2. Passos para a extragdo de ccfDNA com o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit. Os fragmentos de ccfDNA
sdo isolados do plasma gerado a partir de sangue total venoso humano colhido no PAXgene Blood ccfDNA Tube. Durante
o primeiro passo de processamento, as proteinas do plasma sao digeridas pela Proteinase K, enquanto o ccfDNA se liga
a superficie das particulas magnéticas. Trés etapas de lavagem garantem a remogao dos contaminantes. Finalmente, o
ccfDNA ¢ eluido das particulas magnéticas e esta pronto a utilizar em aplicagoes a jusante.
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Materiais fornecidos

Conteudo do kit

QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA

Kit (CE-IVD) (192)
N.2 de catalogo 768566
Numero de reagoes 192
Abreviatura Identificagao Quantidade Ingredientes Concentracao
ativos [%]**
RC Reagent cartridge 2 Detergente ndoiénico  >0,5-<10[p/p]
(Cartucho de reagentes)*! Particula magnética
por troca anidnica —
NaOH
>0,05-<0,1[p/p]
Etanol >70-<90[v/v]
PROTK Proteinase K' 5x10 ml Proteinase K >la<3[p/pl

L Piercing lid 2 — —
(Tampa perfuravel)

RSS Reuse Seal Set(Conjunto 2 - —
de vedantes reutilizaveis)

Caps for Elution 2 — —
Microtubes (Tampas para
microtubos de eluigao)*

Tampas para microtubos 1x(55x8) - -

de eluicao”

Instrugdes de utilizacdo 1 — —
(Manual)

PAXgene Blood ccfDNA 1 = =

Purification Protocol
Selection Tool
* Contém azida de sddio como conservante.
' Consultar na pagina 37 uma lista de simbolos e respetivas definigdes.
¥ Um Reuse Seal Set contém 8 tiras vedantes reutilizaveis.
# Também disponivel separadamente, consulte Informagdes para encomendas.
** Concentragdo maxima num Unico pogo.
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Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Ao trabalhar com amostras quimicas e biologicas, siga sempre as precaugdes
universais e use uma bata de laboratorio, luvas descartaveis e oculos de protecao
adequados, de acordo com as politicas e procedimentos da sua instalagao. Para mais
informacgdes, consultar as fichas de dados de seguranca (FDS) adequadas,
disponiveis junto do fornecedor do produto.

Certifique-se de que os equipamentos foram verificados e calibrados de acordo com
as recomendacoes do fabricante.

e Sample Prep Cartridges, 8-well (QIAGEN, n.2 de cat. 997002)

e 8-Rod Covers(QIAGEN, n.2 de cat. 997004)

e Filter-Tips, 200 ul e 1500 pl (QIAGEN, n.2 de cat. 990332 e 997024, respetivamente)

e Tip Disposal Bags(QIAGEN, n.2 de cat. 9013395)

e PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD)(PreAnalytiX, n.2 de cat. 768165)

e Tubos de amostras. Para formatos de tubos primarios e secundarios
compativeis, consulte a lista de material de laboratoério, que pode ser encontrada
nos separadores Product Resources (Recursos do produto) e Resources
(Recursos) das paginas do produto em www.giagen.com e
www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

e Paraformatos de tubos de eluigao compativeis, consulte a lista de material de
laboratério, que pode encontrar nos separadores Product Resources (Recursos
do Produto) e Resources (Recursos) das paginas do produto em
www.giagen.com e www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

Equipamento*

e Pipeta(5ml)
e Instrumento QlAsymphony SP(QIAGEN, n.2 de cat. 9001297)

* Antes de utilizar, certifique-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as
recomendacgdes do fabricante.
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Avisos e precaugoes

Para utilizacao em diagnostico in vitro.
Ler atentamente todas as instrucdes antes de utilizar o kit.

Para os clientes na Uniao Europeia, tenha em atengao que podera ser necessario
comunicar incidentes graves, que tenham ocorrido em relacao ao dispositivo, ao
fabricante e a autoridade requladora do estado-membro onde o utilizador e/ou o
paciente estao estabelecidos.

Informagodes de seguranca

Ao trabalhar com amostras quimicas e biologicas, siga sempre as precaucdes
universais e use uma bata de laboratorio, luvas descartaveis e 6culos de protegao
adequados, de acordo com as politicas e procedimentos da sua instalagao. Para obter
mais informacgdes, consulte as fichas de dados de seguranca(FDS) adequadas. Estas
estao disponiveis online no formato PDF, em www.giagen.com/safety, onde é
possivel encontrar, visualizar e imprimir as FDS de cada kit PreAnalytiX e respetivos
componentes.

e Todos os produtos quimicos e materiais bioldgicos sao potencialmente
perigosos. Os espécimes e as amostras de sangue sao potencialmente
infeciosos e devem ser tratados como materiais de risco bioldgico.

e Elimine os materiais biologicos perigosos e os residuos dos kits de acordo com
os procedimentos de seguranga locais.

Informagoes para casos de emergéncia

CHEMTREC
EUA e Canada 1-800-424-9300
Fora dos EUA e Canada +1703-527-3887
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Precaugodes

Os tampdes no cartucho de reagentes (reagent cartridge, RC) contém azida de sodio.

Em caso de derramamento dos tampades do kit, limpar com detergentes apropriados

para utilizacdo em laboratério e agua. Se o liquido derramado contiver agentes

potencialmente infeciosos, limpar primeiro a area afetada com detergente

apropriado para utilizagdo em laboratorio e agua e, em seguida, com 1% (v/v) de

solugdo de hipoclorito de sodio (lixivia).

As frases que se seguem, de perigo e precaucgao, aplicam-se aos componentes do
OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit.

MBS3

Proteinase K

Contém: Azida de sodio. Aviso! Pode ser prejudicial se
ingerido.  Usar luvas de protegao/vestuario de
protecao/protecao ocular/protegao facial.

Contém: Proteinase K. Perigo! Provoca umaligeirairritagcao da
pele. Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia ou de
asma ou dificuldades respiratérias. Evitar respirar
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. Usar luvas
de protecao/vestuario de protecao/protegao ocular/protegao
facial. Usar protecao respiratéria. Em caso de exposicao ou
suspeita de exposicao: Contactar um centro de informacgao
antivenenos ou um meédico. Retirar a vitima para uma zona ao
ar livre e manté-la em repouso numa posicao que nao dificulte
arespiracao.
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Contém: Hidroxido de sodio. Perigo! Provoca queimaduras na
pele e lesdes oculares graves. Eliminar o conteudo/recipiente
em instalacao de eliminacao de residuos aprovada. Se entrar
em contacto com os olhos: enxague cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar. Se entrar em
contacto com a pele (ou o cabelo): Despir/retirar
imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele
com agua/tomar um duche. Contactar imediatamente um
centro de informagao antivenenos ou um meédico. Armazenar
num local fechado a chave. Usar luvas de protecao/vestuario
de protegao/protecao ocular/protecao facial.

Contém: Etanol. Perigo! Liquido e vapor altamente
inflamaveis. Provoca irritagao ocular grave. Manter afastado
de calor/faiscas/chamas a descoberto/superficies quentes.
Nao fumar. Usar Iluvas de protecao/vestuario de
protecao/protecao ocular/protegao facial.
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Armazenamento e manuseamento de reagentes

0 OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit deve ser armazenado na vertical a
temperatura ambiente (15-25°C). As particulas magnéticas nos cartuchos de
reagentes (reagent cartridge, RC) mantém-se ativas quando armazenadas neste
intervalo de temperatura.

Nota: O rotulo na caixa do QlAsymphony PAXgene ccfDNA Kit apresenta a data
de validade do mesmo. O prazo de validade € para o cartucho de reagentes.

Nao utilizar o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit ap6s o prazo de validade.

Componentes do kit

0 QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit contém solucao Proteinase K pronta a
utilizar que pode ser armazenada a temperatura ambiente (15-25 °C).

N&o armazenar os RC a temperaturas inferiores a 15 °C.

Os RC do QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA abertos podem ser armazenados a
temperatura ambiente (15-25°C) durante até 4semanas, 0 que permite uma
reutilizacao eficaz em termos de custo dos reagentes e um processamento de
amostras mais flexivel, se forem selados corretamente ap6s a utilizacao. Se um RC
for apenas parcialmente utilizado, recolocar a cobertura da cavidade contendo as
particulas magnéticas e vedar o RC com as tiras vedantes reutilizaveis
imediatamente apds a execugao do protocolo terminar, para evitar a evaporagao.

Para evitar a evaporacao do reagente, o RC deve permanecer aberto 15 horas, no
maximo (incluindo o tempo de execugdo) a temperatura ambiente maxima de 32 °C.
0 armazenamento incorreto dos componentes do kit pode levar ao envelhecimento
prematuro dos tampades.
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A execucdo de lotes com um numero reduzido de amostras (<24) ird aumentar o
tempo de abertura do RC e os volumes de tampao necessarios, reduzindo
potencialmente o numero total de preparacdes de amostras possiveis por cartucho.

Evitar a exposicao dos RC a luz UV (por exemplo, utilizada para a descontaminacao),
uma vez que a exposicao pode acelerar o envelhecimento dos RC e dos tampades.

Devem ser observados os prazos de validade e as condicoes de armazenamento

impressos na caixa e nos rétulos de todos os componentes. Nao utilize componentes
fora do prazo de validade ou armazenados de forma incorreta.
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Colheita e preparacao de amostras

0 procedimento de purificagao é otimizado para utilizagao com plasma gerado a partir de
sangue colhido nos PAXgene Blood ccfDNA Tubes. Para obter informacdes sobre a

colheita de sangue, 0 manuseamento desses tubos e a preparacao do plasma, consulte

as Instrucodes de utilizacao do PAXgene Blood ccfDNA Tube que podem ser encontradas

nos separadores Product Resources (Recursos do produto) e Resources (Recursos) das
paginas do produto em www.giagen.com e www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

A preparacao do plasma pode ser efetuada utilizando (A) o protocolo padrao de dupla
centrifugacao ou (B) através do manuseamento do tubo primario: processamento

direto dos PAXgene Blood ccfDNA Tubes submetidos uma vez a centrifugacao no

instrumento QlAsymphony SP.

A) Preparagao do plasma a partir de sangue para protocolos padrao

1.

Centrifugue o PAXgene Blood ccfDNA Tube a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante 15 minutos a 1600-3000 x g (primeira centrifugacao) utilizando uma
centrifuga de cabeca oscilante equilibrada. Se for preferivel a travagem,
recomenda-se a utilizagao de um nivel médio de travagem e este deve ser
validado para o seu fluxo de trabalho especifico.

Nota: Para um melhor desempenho com amostras refrigeradas antes da
centrifugacao, volte a misturar aamostra invertendo-a trés vezes e deixe que 0s
tubos se aclimatizem a temperatura ambiente antes de os processar.

. Pipete o plasma para um tubo de centrifuga com base conica de 15 ml(n&o

fornecido), certificando-se de que nao interfere com a fracao celular nucleada.

Centrifugue o tubo de centrifuga com base conica de 15 ml a temperatura
ambiente (15-25 °C) durante 10 minutos a 1600-3000 x g (segunda centrifugagao)
utilizando uma centrifuga equilibrada.
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Nota: Nao exceda a velocidade de centrifugagao maxima recomendada pelo
fabricante do tubo secundario.

4. Pipete o volume de plasma necessario (consulte a seccdo "Volume de amostra"
na pagina 20) para um tubo com base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm, em
polistireno, certificando-se de que nao interfere com o pellet de células
sanguineas residual, se presente.

5. Transfira o tubo com base redonda com a amostra de plasma para o
transportador de tubos e coloque o transportador de tubos na gaveta de entrada
da amostra do instrumento QlAsymphony SP.

Nota: Para um rendimento maximo do ADN de circulacao livre de células
(circulating cell free DNA, ccfDNA), processe o volume maximo de plasma
disponivel.

Nota: Previna a formacao de espuma nas amostras de plasma ou sobre as
mesmas durante a pipetagem. Espuma ou bolhas de ar em amostras podem levar
a pipetagem do volume de amostra errado.

Nota: Depois da transferéncia do plasma no tubo secundario, o ccfDNA
permanece estavel no plasma a 15-25 °C durante até 3 dias ou a 2-8 °C durante
até 7 dias. Para armazenamento mais prolongado, recomendamos que as
aliquotas sejam congeladas a -20 °C ou -80 °C.

Nota: Quando forem utilizadas amostras de plasma previamente armazenadas
(por exemplo, armazenadas a 2-8 °C ou congeladas a-20 °C ou -80 °C), estas
devem ser aclimatizadas a temperatura ambiente (15-25 °C) antes de iniciar a
execugao; para amostras congeladas, consulte a seccdo “C) Congelamento e
descongelamento de amostras de plasma processadas do PAXgene Blood
ccfDNA Tube”.
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B) Preparagao do plasma a partir de sangue para manuseamento do tubo primario no

instrumento QlAsymphony SP

1. Centrifugue o PAXgene Blood ccfDNA Tube a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante 15 minutos a 3000 x g utilizando uma centrifuga de cabeca oscilante
equilibrada. Se for preferivel a travagem, recomenda-se a utilizacdo de um nivel
médio de travagem e este deve ser validado para o seu fluxo de trabalho especifico.

Nota: Para um melhor desempenho com amostras refrigeradas antes da
centrifugacgao, volte a misturar aamostra invertendo-a trés vezes e deixe que 0s
tubos se aclimatizem a temperatura ambiente antes de os processar.

2. Quantifique o volume de plasma em cada tubo ap6s aremocao da cabeca da
centrifuga, utilizando a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection
Tool fornecida como conteudo de kit (Figura 3). Apos a remocao do tubo da
centrifuga, a seta verde-azulada na ferramenta é alinhada com a interface
plasma/células. As linhas azuis indicam se o nivel de plasma é suficiente para o
protocolo de manuseamento do tubo primario de 2,4 ou 4,0 ml. E necesséaria uma
altura minima de 2,3 cm da coluna de plasma para o protocolo de 2,4 ml e um
minimo de 3,4 cm para o protocolo de 4,0 ml.

Nota: Caso nao tenha ocorrido uma clara separacao do plasma e da fragao
celular ou caso as fases tenham sido acidentalmente misturadas ap6s a remocao
da centrifuga, a centrifugacao deve ser repetida.

Nota: Verifique uma separacgao clara antes de colocar o tubo no instrumento.

3. RemovaaHemogard Closure Cap dos PAXgene Blood ccfDNA Tubes antes da
colocagao noinstrumento QlAsymphony SP para extragao direta do ADN de
circulagao livre de células (ccfDNA).

Nota: A remocao da tampa do tubo e 0o manuseamento de tubos abertos devem
ser realizados com cuidado para reduzir o risco potencial de derrame de
amostra, contaminacao cruzada entre tubos e exposicao do sangue.
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C)

. Coloque os PAXgene Blood ccfDNA Tubes abertos contendo plasma suficiente

no transportador de tubos e coloque o transportador de tubos na gaveta de
entrada da amostra do instrumento QlAsymphony SP.

Congelamento e descongelamento de amostras de plasma processadas do PAXgene
Blood ccfDNA Tube

Para o congelamento, transfira o plasma para tubos adequados (por exemplo,
criotubos) colocados num suporte adequado.

Congele e armazene o plasma a-20 °C. Para um armazenamento inferior a -20 °C,
congele primeiro as amostras de plasma a -20 °C durante pelo menos 24 horas e,
de sequida, transfira-as para-80 °C.

. Descongele o plasma a temperatura ambiente (15-25 °C).

Nota: Nao descongele a temperaturas baixas (por exemplo, 4 °C).

Em caso de formacao de crioprecipitados no plasma, agite o tubo no vortex
durante 30 sequndos ap6s o descongelamento e utilize aamostra para o
procedimento de isolamento do ccfDNA no instrumento QlAsymphony SP sem
qualquer tratamento adicional.

Nota: Nao é recomendavel centrifugar o plasma para remover crioprecipitados,
uma vez que podem conter ccfDNA.

Nota: Para evitar a formacao de crioprecipitados, o plasma pode ser
descongelado a 30 °C durante 30 minutos, em vez de a temperatura ambiente.
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Procedimento

Visao geral: Purificagao automatizada de ccfDNA no
instrumento QlIAsymphony SP

0 instrumento QlAsymphony SP torna facil e pratica a preparagao automatizada de
amostras. As amostras, 0s reagentes e 0os consumiveis, e 0s eluatos sao separados em
gavetas diferentes. Carregar simplesmente as amostras, os reagentes fornecidos em
cartuchos especiais, e consumiveis previamente colocados em suportes na devida
gaveta antes de iniciar uma execucao. Iniciar o protocolo e remover o ccfDNA purificado
da gaveta"Eluate"(Eluato)apos o processamento. Consultar os manuais de utilizador que
acompanham o instrumento para obter instrugdes de utilizacao.

Nota: A manutencgao opcional ndo € obrigatoria para o funcionamento do
instrumento, mas ¢ altamente recomendada para reduzir o risco de contaminacao.

Volume de amostra

Para garantir que no fluxo de trabalho habitual sao transferidas amostras de 2,4 ml
(protocolo PAXcircDNA_2400) e de 4,8ml (protocolo PAXcircDNA_4800) pelo
instrumento, é necessario um volume morto de 0,4 e 0,5ml respetivamente, o que
significa que devem ser fornecidos no minimo 2,8 e 5,3 ml de entrada de amostra. Se o
volume de plasma disponivel for inferior a 2,8 ou 5,3 ml, 0 modo Less Sample (Menos
amostra) como funcdo integrada do protocolo permite automaticamente a
transferéncia de volumes de plasma inferiores aos listados. Neste caso, o instrumento
transfere menos amostra. A diferenca do volume de plasma pipetado seraregistado no
ficheiro de resultados. Além disso, as respetivas amostras sao sinalizadas como
ambiguas(codigo de erro 140043, modo Enable Less Sample [ Permitir menos amostral).
Os volumes de entrada de plasma minimos para ativar o modo Less Sample
(Menos amostra) sdao 16 e 4,1ml. Se for fornecido um volume inferior de
amostra, as amostras nao serdo processadas e serdo sinalizadas como invalidas.
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Para o fluxo de trabalho de manuseamento do tubo primario, é assegurado o volume de
amostra adequado utilizando a PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection
Tool fornecida como conteudo de um kit (descrita em "Preparacdo do material de
amostra" na pagina 25).

Carregar os RC na gaveta "Reagents and Consumables” (Reagentes e
consumiveis)

Os reagentes para a purificagdo de ccfDNA estao contidos num cartucho de
reagentes (reagent cartridge, RC) inovador (Figura 3). Cada cavidade RC contém um
reagente especifico, como por exemplo particulas magnéticas, tampao de ligacao,
tampao de lavagem ou tampao de elui¢cao. Os RC parcialmente utilizados podem
voltar a ser fechados com tiras vedantes reutilizaveis para reutilizagao posterior,
evitando a geragao de residuos devido a sobras de reagentes no fim do procedimento
de purificagao.

Figura 3. Cartucho de reagente QlAsymphony (RC). O RC contém todos os reagentes necessarios para a execugao do
protocolo.
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Antes deiniciar o procedimento, certifique-se de que as particulas magnéticas estao
completamente ressuspensas. Remova a cavidade das particulas magnéticas da
estrutura do RC, agite-a vigorosamente no vortex durante, pelo menos, 3 minutos, e
coloque-a novamente na estrutura do RC, antes da primeira utilizagao.

Nota: As particulas magnéticas podem mudar de cor. Essa mudanga nao tem
qualquer influéncia no desempenho.

Coloque o RC no suporte de RC. Antes de utilizar um RC pela primeira vez, coloque a
tampa perfuravel em cima do RC (Figura 3).

Nota: A tampa de perfuracao ¢ afiada. Tenha cuidado ao coloca-la no RC. Certifique-
se de que a tampa perfuravel é colocada sobre o RC na orientacao correta.

Apds a remocao da cobertura da cavidade das particulas magnéticas, o RC é
subsequentemente carregado na gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e
consumiveis).

Os RC parcialmente utilizados podem ser armazenados até voltarem a ser necessarios
(consulte "Armazenamento e manuseamento de reagentes” na pagina 14).

Nota: E necessario adicionar Proteinase K (consulte "Passos a sequir antes de
iniciar o procedimento” na pagina 27).

Nota: Certifique-se de que os RC, cavidades das particulas magnéticas e frascos
de Proteinase K nao sao trocados entre diferentes lotes de kits.

Carregar material de plastico na gaveta "Reagents and Consumables”
(Reagentes e consumiveis)

Oscartuchos de preparacao de amostras, as 8-Rod Covers(ambas pré-embaladas em
caixas de unidades) e as pontas com filtros descartaveis(pontas de 200 pl fornecidas
em suportes azuis, pontas de 1500 pl fornecidas em suportes pretos)sao carregados
na gaveta "Reagents and Consumables"(Reagentes e consumiveis).
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Nota: Certifique-se de que as coberturas das caixas de unidades sao removidas
antes de carregar as caixas na gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e
consumiveis).

Nota: As pontas tém filtros para prevenir contaminagao cruzada.

As ranhuras do suporte de pontas na mesa de trabalho do instrumento QlAsymphony
SP podem ser preenchidas com qualquer tipo de suporte de pontas. O instrumento
OlAsymphony SP identificara o tipo de pontas carregadas durante a inventariacao.

Nota: Nao reencher os suportes de pontas ou caixas de unidades para cartuchos
de preparacao de amostras ou 8-Rod Covers antes de dar inicio a outra execucao
do protocolo. O instrumento OlAsymphony SP pode utilizar suportes de pontas e
caixas de unidades parcialmente usadas.

Para informacgdes de encomenda para material de plastico, consultar a pagina 40.

Carregar a gaveta "Waste" (Residuos)

Os cartuchos de preparagao de amostras e 8-Rod Covers utilizados durante a
execugao sao recolocados no suporte em caixas de unidades vazias na gaveta
"Waste" (Residuos). Certifique-se de que a gaveta "Waste" (Residuos) contém caixas
de unidades vazias suficientes para os residuos plasticos gerados durante a
execucgao do protocolo.

Nota: Assequrar que as coberturas das caixas de unidades sao removidas antes
de carregar as caixas de unidades na bandeja "Waste". Se estiverem a ser
utilizadas caixas de 8-Rod Cover para recolher os cartuchos de preparagao de
amostras e as 8-Rod Covers usados, assegurar que o espacador da caixa foi
removido.

Deve fixar-se a parte frontal da gaveta "Waste" (Residuos) um saco para pontas com
filtros usadas.
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Nota: A presencga de um saco para eliminagao de pontas nao é verificada pelo
sistema. Certifique-se de que o saco de eliminacao de pontas esta devidamente
fixado, antes de dar inicio a execucgao do protocolo. Para mais informagoes,
consultar os manuais do utilizador que acompanham o instrumento. Esvazie o
saco de pontas apds o processamento de um maximo de 96 amostras para evitar
0 encravamento de uma ponta.

Um recipiente de residuos recolhe os residuos liquidos gerados durante o
procedimento de purificagdo. A gaveta "Waste" (Residuos) apenas pode ser fechada
se o recipiente de residuos estiver devidamente posicionado. Eliminar os residuos
liquidos, de acordo com os regulamentos ambientais e de seguranca locais. Nao
autoclave o frasco de residuos cheio. Esvazie o frasco de residuos apos o
processamento de um maximo de 96 amostras.

Carregar a gaveta "Eluate" (Eluato)

Colocar o suporte de eluicdo necessario na gaveta "Eluate” (Eluato). Uma vez que o
armazenamento a longo prazo dos eluatos na gaveta "Eluate” (Eluato) pode conduzir
aevaporacao ou condensacao, deve ser utilizada a posicao de arrefecimento. Utilizar
a "Elution slot 1" (Ranhura de eluicdo 1) apenas com o adaptador de arrefecimento
correspondente.

Volume de eluigao selecionado (pl)* Volume de eluigao inicial (pl)'

60 75

Este € o volume acessivel minimo de eluato no tubo de eluigéo final para QIAGEN EMT rack (n.2 de cat. 19588) e 1,5 ml
Sarstedt screw cap tubes(n.2 de cat. no 72.607). Em casos especificos, o volume de eluato final para amostras
individuais pode ter até menos 5 pl.

t 0volume inicial de tampao de eluigao necessario para assegurar que o volume real de eluato é igual ao volume
selecionado.

Inventariacao

Antes de iniciar uma execucao, o instrumento verifica se foram carregados nas
respetivas gavetas consumiveis suficientes para o(s) lote(s) em espera.
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Preparagao do material de amostra

Consulte "Colheita e preparacao de amostras”, na pagina 16.

Armazenamento de ccfDNA

Apos a preparacao da amostra, os eluatos de ccfDNA podem ser armazenados a -20
ou -80 °C. Os eluatos congelados nao devem ser descongelados mais de trés vezes.
Para obter asinformagoes mais recentes sobre a estabilidade de ccfDNA em eluatos,
consulte a pagina do produto em www.qiagen.com ou www.PreAnalytiX.com.
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Visao geral do protocolo

Tabela 1. Visao geral do protocolo

Amostra Processamento do Volume de Volume de Volume de Protocolo do
PAXgene Blood entradada amostra eluicao (pl) instrumento
ccfDNA Tube amostra utilizado para QlAsymphony SP
(incluindo extragao de ADN
volume morto) | de circulagao
(ml) livre de células
(circulating cell
free DNA,
ccfDNA)(ml)
Plasma geradoa 2x centrifugf’acéo, 28 24 60 PAXcircDNA_
partir de sangue transferéncia de ! ' 2400
total venoso plasma para um tubo
humano colhido secundario 53 48 80 PAXcircDNA-
em PAXgene Blood ' ' 4800
BT ES 1centrifugacao, De acordo coma PAXcircDNA
processamento direto ferramenta de 2.4 60 PrimaryTube_
no instrumento selegao 2400
SR PAXcircDNA
4,0 60 PrimaryTube_
4000

Pontos importantes antes de comecar

e Ao trabalhar com amostras quimicas e bioloégicas, use sempre uma bata de
laboratorio adequada, luvas descartaveis e 6culos de protecao. Para obter mais
informacaoes, consulte as FDS adequadas.

e Certifique-se de que esta familiarizado com o funcionamento do instrumento
QlAsymphony SP. Consultar os manuais de utilizador que acompanham o
instrumento para obter instrucdes de utilizacao.

Nota: A configuragao de software necessaria para utilizagao em IVD é Default
Profile 1(Perfil predefinido 1).

e Antesdoinicio do procedimento, leia a secgao "Principios do procedimento”.
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Certifique-se de que esta familiarizado com a folha de protocolo e alista de
material de laboratério (podem ser encontradas nos separadores Product
Resources[Recursos do produto] e Resources[Recursos] das paginas do
produto em www.giagen.com and www.PreAnalytiX.com, respetivamente).

Evite a agitacao vigorosa do RC, caso contrario podera formar-se espuma que
pode conduzir a problemas de detecao do nivel liquido.

0 sangue deve ser colhido em PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD;
PreAnalytiX, n.2 de cat. 768165). Para obter instrugdes sobre a colheita sanguinea
e 0 manuseamento e processamento de plasma, consulte as Instrucdes de
utilizacao, disponiveis nos separadores Product Resources (Recursos do produto)
e Resources (Recursos) da pagina do produto em www.giagen.com ou
www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

Passos a sequir antes de iniciar o procedimento

Antes de iniciar o procedimento, certifique-se de que as particulas magnéticas
estao completamente ressuspensas. Agite vigorosamente no vortex a cavidade
contendo as particulas magnéticas, durante, pelo menos, 3 minutos antes da
primeira utilizagao.

Certifique-se de que a tampa perfuravel é colocada no RC e a cobertura da
cavidade das particulas magnéticas foi removida. Se for utilizado um RC
parcialmente usado, certifique-se de que a tira vedante reutilizavel foi removida.

A Proteinase K ndo esta incluida no RC, mas deve ser fornecida pelo utilizador
(gaveta Sample (Amostra), ranhura A, posicao 1e/ou 2). Certifique-se de que esta
disponivel o volume correto de Proteinase K.

0 QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit contém uma solugao de Proteinase K
pronta a utilizar. A Proteinase K pode ser conservada a temperatura ambiente
(15-25 °C). Para armazenamento por um periodo de tempo prolongado, sugerimos

manter os frascos de enzimas com Proteinase K a 2-8 °C.
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Numero de amostra PAXcircDNA_2400/PAXcircDNA | PAXcircDNA_4800/PAXcircDNA

PrimaryTube_2400* (pl) PrimaryTube_4000* (ul)
8 1980 2860
24 3740 6380
48 6380 11660'
96 116601 23320t

* Para cada amostra, sdo necessarios 110 pl (para 2400 pl de plasma) ou 220 pl (para 4800/4000 pl de plasma), mais um
volume morto adicional de 1100 pl [(n x 110 ou 220 pl)+ 1100 pl 1.

T Seforem necessarios mais do que 11660 pl, utilize um segundo tubo (Corning, n.2 de cat. 352051). Para o segundo
tubo, é necessario utilizar um volume morto adicional de 1100 pl.

Nota: Os tubos que contém Proteinase K sao colocados num transportador de
tubos. O transportador de tubos que contém Proteinase K deve ser colocado nas
posicoes 1e 2 naranhura A da gaveta "Sample" (Amostra). Recomendamos a

utilizacao de tubos com base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm em polistireno
(Corning, n.2de cat. 352051) para Proteinase K.

e (asoasamostras tenham cédigos de barras, oriente as amostras no
transportador de tubos para que os codigos de barras fiquem virados para o
leitor de codigos de barras, no lado esquerdo do instrumento QlAsymphony SP.

e Paraobter maisinformagoes sobre os tubos de amostras e os volumes minimos
de amostra compativeis com os protocolos, consulte a respetiva lista de
material de laboratorio, disponivel nos recursos separadores Product Resource
(Recursos do produto) e Resources (Recursos) das paginas do produto em
www.qgiagen.com and www.PreAnalytiX.com, respetivamente.
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Protocolo: Purificacao automatizada de ccfDNA no
instrumento QlAsymphony SP

Sao fornecidas informagdes detalhadas para cada protocolo, incluindo volumes e
tubos, na folha de protocolo e na lista de material de laboratério que podem ser
encontradas nos separadores Product Resources(Recursos do produto)e Resources
(Recursos) da pagina do produto em www.giagen.com and www.PreAnalytiX.com,
respetivamente. Para a preparacao do material de amostra (plasma gerado a partir
de sangue total venoso humano colhido no PAXgene Blood ccfDNA Tube), consulte as
seccgoes "Colheita e preparagao de amostras" e "Preparacao do material de amostra"
deste manual, bem como as Instrucoes de utilizagao que podem ser encontradas no
separador Product Resources (Recursos do produto) da pagina do produto em

www.giagen.com or www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

1.

Feche todas as gavetas e coberturas.

2. Ligue oinstrumento QlAsymphony SP e aguarde até que o ecra Sample

Preparation (Preparacdo da amostra) aparega e o procedimento de inicializagao
seja concluido.

O interruptor de alimentacao esta localizado no canto inferior esquerdo do
instrumento QlAsymphony SP.

Iniciar sessao no instrumento.

Colocar o suporte de eluicdo necessario na gaveta "Eluate” (Eluato).

Nao colocar uma placa de 96 pocgos na "Elution slot 4"(Ranhura de eluigéo 4).
Utilize a "Elution slot 1"(Ranhura de eluigao 1) com o adaptador de arrefecimento
correspondente.

Quando é utilizada a placa de 96 pocos, assegure que a mesma esta na
orientacao correta, uma vez que a colocagao incorreta pode causar a mistura de
analises ajusante.

Ao utilizar o suporte de Elution Microtubes CL, retire a parte de baixo rodando o
suporte até que se solte.
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30

. Certifique-se de que a gaveta "Waste"(Residuos) esta devidamente preparada e

realize uma inventariagdo da gaveta "Waste" (Residuos), incluindo o coletor de
pontas, a estacao de armazenamento de pontas, o recipiente de residuos
liquidos vazio e as caixas de unidades vazias. Substitua o saco de eliminacao de
pontas, se necessario.

. Carregue os RC e os consumiveis necessarios na gaveta "Reagents and

Consumables"(Reagentes e consumiveis).

. Efetue umainventariagdo da gaveta "Reagents and Consumables"(Reagentes e

consumiveis).

. Coloque as amostras no transportador de amostras apropriado e coloque-os

dentro da gaveta "Sample" (Amostra).

Nota: Para além do processamento habitual, incluindo a transferéncia do plasma
para um tubo secundario adequado (tubo Falcon® com base redonda de 14 ml,

17 x100 mm, em polistireno) colocado no transportador de amostras adequado, o
fluxo de trabalho de manuseamento do tubo primario do PAXgene Blood ccfDNA
Tube permite a extracao de ccfDNA diretamente do PAXgene Blood ccfDNA
Tube (PAXgene Blood ccfDNA Tube de 10 ml, 16 x 100 mm). Para obter mais
informacdes sobre o manuseamento do tubo primario, consulte a folha de
protocolo, a lista de material de laboratorio e as Instrucdes de utilizagao do tubo
que podem ser encontradas nos separadores Product Resources (Recursos do
produto) e Resources (Recursos) da pagina do produto em www.qiagen.com ou
www.PreAnalytiX.com, respetivamente.

. Utilizando o ecra tatil, introduza as informagdes necessarias para cada lote de

amostras e Proteinase K a ser processado.
Introduza as sequintes informacades:

O Informagodes da amostra(dependendo dos suportes de amostras utilizados, selecione
BD #352051 FalconPP 17 x 100 ou BD_#768165 PAXgene ccfDNA 16 x 100)
O Protocolo a executar (Conjunto de controlos do ensaio)

O Volume de eluicao e posigao de saida
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10.

1.
12.

13.

14.

Apés aintroducao das informacdes sobre o lote, 0 estado ¢ alterado de LOADED
(Carregado) para QUEUED (Em fila de espera). Assim que o lote é colocado em
fila, o botdo Run (Executar) aparece.

Coloque a Proteinase K no transportador de amostras adequado, nas posicoes
1e 2, e coloque-os naranhura A da gaveta "Sample"(Amostra).

Defina a Proteinase K premindo o botao IC (Cl).

Prima o botdo Run (Executar) parainiciar o procedimento de purificagdo. Todos
0s passos de processamento sao totalmente automatizados. No final da
execucao do protocolo, o estado do lote muda de RUNNING (Em execugéo) para
COMPLETED (Concluido).

Recupere o suporte de eluigdo contendo o ccfDNA purificado da gaveta "Eluate”
(Eluato). Confirme a remocao do suporte de eluicdo com o software do
instrumento QlAsymphony SP.

0 ccfDNA estéa pronto a utilizar ou pode ser armazenado a-20 °C ou -80 °C até

6 meses. A QIAGEN recomenda a remocao imediata da placa de eluicao da gaveta
"Eluate” (Eluato) apds a conclusao da execucéo. Dependendo da temperatura e da
humidade, as placas de eluicao deixadas no instrumento QlAsymphony SP apos a
conclusao da execugao podem experienciar condensagao ou evaporagao.

Nota: Utilizando a funcao de arrefecimento do instrumento QlAsymphony SP,
sao possiveis execugdes durante a noite.

Geralmente, as particulas magnéticas nao passam para os eluatos. Em caso de
transferéncia, as particulas magnéticas no eluato nao irao afetar a maioria das
aplicacoes ajusante.

Se for necessario remover as particulas magnéticas antes de realizar aplicagdes
ajusante, os tubos ou placas que contém eluato devem primeiro ser colocados
num iman adequado e o eluato transferido para um tubo limpo (consulte "Anexo:
Quantificacao de ccfDNA"). Sdo gerados ficheiros de resultados para cada placa
de eluigao.

PAXgene Blood RNA Kit manual 02/2023 31



15.

16.

17.

18.

32

Se um RC foi apenas parcialmente usado, sele-o com as tiras vedantes
reutilizaveis apos a execucgao do protocolo, para evitar a evaporacao.

Nota: Para obter mais informacgdes sobre 0 armazenamento de RC parcialmente
usados, consulte "Armazenamento e manuseamento de reagentes”.

Elimine os tubos de amostras usados e os residuos de acordo com os
regulamentos de sequranca locais. Consulte "Avisos e precaucodes”, para obter
informacdes de seguranca.

Limpe o instrumento QlAsymphony SP.

Siga asinstrugdes de manutencao nos manuais de utilizador fornecidos com o
instrumento. E necessario certificar-se de que limpa regularmente as protecdes
das pontas para minimizar o risco de contaminacgao cruzada.

Feche as gavetas do instrumento e desligue o instrumento OlAsymphony SP.
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Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Gestao da Qualidade certificado pela norma ISO da
OIAGEN, todos oslotes do QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit sao testados face
a especificagoes predeterminadas para garantir uma qualidade constante do
produto.

Limitagoes

Foi estabelecido o desempenho do sistema em estudos de avaliagao do desempenho
na purificacao de ccfDNA de plasma gerado a partir de sangue total venoso humano
colhido no PAXgene Blood ccfDNA Tube.

As caracteristicas de desempenho do QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
foram estabelecidas com fragmentos de ccfDNA ribossomais 18S e
cromossomicos Y DYS14 no plasma.

O utilizador é responsavel por verificar o desempenho do sistema para quaisquer
procedimentos utilizados no laboratério que ndo estejam abrangidos pelos estudos
de avaliagcao de desempenho da QIAGEN e da PreAnalytiX.

Para minimizar o risco de um impacto negativo nos resultados de diagndéstico, devem
ser utilizados controlos adequados para aplicagdes a jusante. Quaisquer resultados
de diagnostico gerados tém de ser interpretados juntamente com outros resultados
clinicos ou laboratoriais.
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Guia de resolucao de problemas

Este guia de resolucao de problemas pode ser util para resolver problemas que
possam surgir. Para informacoes de contacto e uma lista das perguntas frequentes,
visite a respetiva pagina do produto em www.PreAnalytiX.com ou www.giagen.com.

Comentarios e sugestoes

Manuseamento geral

a) Mensagem de erro Se for visualizada uma mensagem de erro durante um protocolo, consulte os
visualizada no ecra tatil manuais do utilizador fornecidos com os instrumentos.

b)  Volume de eluato Para otimizar o rendimento, o QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit suporta o
variavel apos execugoes processamento de amostras durante a noite, arrefecendo eluatos no instrumento
durante a noite 0lAsymphony SP. Durante longos periodos de arrefecimento, os volumes de eluato

podem alterar-se consoante a temperatura e humidade no laboratério. Por exemplo, se o
volume escolhido foi de 60 pl a 15-25 °C e 30-60% de humidade, o volume pode estar
entre 50 e 85 pl apés um periodo de armazenamento de 12 horas no instrumento.

Crioprecipitados apds o descongelamento de amostras de plasma

a) Formagao de Para evitar a formacao de crioprecipitados, o plasma pode ser descongelado a
crioprecipitados no 30 °C durante 30 minutos, em vez de a temperatura ambiente. N&o descongele a
plasma temperaturas baixas (por exemplo, 4 °C). Agite no vortex durante 30 segundos

depois do descongelamento

b) Rendimento baixo de Nao centrifugue o plasma para remover crioprecipitados, uma vez que pode conter
ccfDNA do plasmaapdsa  ccfDNA.
remogao dos
crioprecipitados

Volume de plasma insuficiente dos PAXgene Blood ccfDNA Tubes

a) Menos de 10 ml de sangue  Certifique-se de que sao colhidos 10 ml de sangue no PAXgene Blood ccfDNA Tube.
colhidos no PAXgene Consulte as Instrugdes de utilizagao do PAXgene Blood ccfDNA Tube.
Blood ccfDNA Tube

b)  Altafragao celular Um nivel alto de fragao celular (hematdcrito) no sangue total humano (por exemplo,
superior a 51% para individuos do sexo masculino ou 47% para individuos do sexo
feminino) pode levar a volumes de plasma diminuidos.

c) Baixo rendimento de Um armazenamento de sangue e duragoes de transporte prolongados ou
plasma apos a condigoes de centrifugacao diferentes das especificadas podem ter um impacto
centrifugacao nos rendimentos do plasma.
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Comentarios e sugestoes

Precipitado na cavidade do cartucho de reagentes (reagent cartridge, RC) aberto no QlAsymphony
PAXgene Blood ccfDNA Kit

a)

b)

Baixo rendimento de ccfDNA

Evaporacao do tampao

Armazenamento do RC

A evaporagao excessiva pode conduzir ao aumento da concentragao salinaem
tampades. Elimine o RC. Certifique-se de que as cavidades do tampao de um RC
parcialmente usado sdo seladas com tiras vedantes reutilizaveis quando este nao
estiver a ser utilizado para purificagao.

0 armazenamento do RC a temperaturas inferiores a 15 °C pode conduzir a
formagao de precipitados.

a)

As particulas magnéticas
nao foram
completamente
ressuspensas

Clogging of pipette tip
due to insoluble material
(Entupimento da ponta da
pipeta devido a material
insoluvel)

0 material de amostra
contém uma
concentragao baixa de
ccfDNA

Selagem incompleta do
RC

Antes de iniciar o procedimento, certifique-se de que as particulas magnéticas
estao completamente ressuspensas. Agite no vortex, durante pelo menos 3 min
antes de usar. Uma ressuspensao incompleta pode conduzir a erros de pipetagem.

0 material insoltvel ndo foi removido da amostra antes de iniciar o procedimento
de purificagao no instrumento QlAsymphony SP.

Devido as quantidades muito baixas de ccfDNA em amostras de plasma, a medicao
da concentracao de ccfDNA pode ser um desafio, dependendo do método de
quantificacao utilizado.

Recomenda-se a utilizacdo de gPCR sensivel para verificar a concentracdo de
ccfDNA em eluatos.

Atroca com ar circulante pode provocar uma estabilidade reduzida dos tampdes,
diminuindo a eficiéncia da extracdo de ccfDNA com um RC parcialmente usado.
Certifique-se de que as cavidades do tampao de um RC parcialmente usado sao
cuidadosamente seladas com tiras vedantes reutilizaveis quando este nao estiver
a ser utilizado para purificacao.

Baixo desempenho de ccfDNA em aplicacdes a jusante

a)

b)

Eluato concentrado por
centrifugacao a vacuo

Transferéncia de esferas
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N&o concentre o eluato por centrifugagao a vacuo (por exemplo, num SpeedVac® ou
instrumento semelhante). Tal pode causar a degradagdo devido a temperaturas
altas e sais concentrados no eluato e interferir possivelmente com aplicagdes a
jusante.

Geralmente, as particulas magnéticas ndo passam para os eluatos. Em caso de
transferéncia, as particulas magnéticas no eluato nao irdo afetar a maioria das
aplicagdes a jusante. Caso sejam necessarias porgoes muito elevadas de eluatos
para ensaios especificos a jusante, os eluatos podem ser centrifugados e
transferidos para um tubo limpo.



Comentarios e sugestoes

Nenhuma transferéncia de amostras ou transferéncia incompleta

a) Foi carregado um volume  Se for carregado um volume de amostra inferior ao especificado, existe um risco
de amostra incorreto acrescido de sinalizagao ambigua das amostras ou de ndo transferéncia da
para protocolos padrao amostra (sinalizagdo invalida).
Carregue o volume de amostra correto, tal como descrito na folha de protocolo
correspondente e na lista de material de laboratério.

b)  Bolhas e/ou espumano As bolhas ou espuma no tubo de amostra e/ou tubo de entrada de amostra podem
tubo de amostra resultar na detecao incorreta do nivel de liquido e subsequente transferéncia
incompleta de amostras. Remova as bolhas do tubo de amostra.
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Simbolos

Os seguintes simbolos poderao aparecer nas Instrugoes de utilizagdo ou na

embalagem e nos rotulos. Os simbolos adicionais sao descritos em Conteudo do kit

(pagina 9).

<

<N>
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ray a M [ d
o
JEE Bl ~
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Contém reagentes suficientes para <N> testes

Indica o numero total de testes IVD que podem ser
realizados com o IVD.

Prazo de validade

Dispositivo médico de diagndstico in vitro
Marcacao CE. Este produto cumpre os requisitos do
Regulamento europeu 2017/746 para dispositivos
médicos de diagnostico in vitro.

Numero de catélogo

Numero de lote

Numero de material (por exemplo, rotulagem do
componente)

Componentes (por exemplo, uma lista do que ¢ incluido)
Contém (conteudo)
Numero (por exemplo: frascos)

Numero global de item comercial

R é arevisdo das instrugoes de utilizagdo (manual)en é o
numero da revisao
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PROTK

WELL

i> =k

Sodium azide

iII
3

Limites de temperatura

Fabricante

Consultar as instrucoes de utilizagao

Cuidado

Proteinase K
Numero do pogo (por exemplo, pogo do RC)
Cartucho de reagentes

Azida de sddio

Representante autorizado europeu de acordo com o
Regulamento (UE)2017/746
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Anexo: Quantificacao de ccfDNA

Devido as concentracdes muito baixas de ccfDNA em materiais de amostra, nao é
recomendada a medicao de ADN com um espectrofotémetro. Para determinar a
concentragao de ccfDNA, deve ser utilizado um ensaio de quantificagao sensivel e
preciso baseado em fluorescéncia ou um ensaio de real-time PCR.

Se for necessario remover particulas magnéticas, aplicar o tubo que contém o ADN
num separador magnético adequado (por exemplo, QIAGEN 12-Tube Magnet, n.2 de
cat. 36912) até que as particulas magnéticas estejam separadas.

Se o ADN estiver em microplacas, aplicar a microplaca num separador magnético
adequado (por exemplo, QIAGEN 96-Well Magnet Type A, n.2 de cat. 36915) até que as
particulas magnéticas estejam separadas. Se nao estiver disponivel um separador
magnético adequado, centrifugue o tubo que contém o ADN durante T minuto a
velocidade maxima numa microcentrifuga para formar um pellet de todas as
particulas magnéticas restantes.
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Informacgoes para encomendas

Produto

PreAnalytiX

QlAsymphony
PAXgene Blood
ccfDNA Kit (CE-IVD)
(192)

PAXgene Blood
ccfDNA Tubes
(CE-IVD)(100)

Conteudo

Inclui 2 RC, tubos de Proteinase K e acessorios 768566

100 tubos: 16 x 100 mm, 1,5 ml de aditivo, 10 ml de 768165

volume de colheita de sangue

QlAsymphony SP
instrument

Modulo de preparagao de amostras QlAsymphony, 9001297

1ano de garantia em componentes e mao de obra

Produtos QIAGEN relacionados

Proteinase K(10 mL)

Reagent Cartridge
Holder(2)

Cooling Adapter,
2mL, v2, Qsym

Cooling Adapter,
EMT, v2, Osym

Cooling Adapter,
Snap-Cap Microtube
QlAsymphony, Qsym

Sample Prep
Cartridges, 8-well
(336)

19134
997008

1xfrasco de 10 ml

Suporte de RC para utilizagao com o instrumento
OlAsymphony SP

Adaptador de arrefecimento para os tubos com 9020674
tampas roscadas de 2 ml. Para utilizagao com a
gaveta "Eluate" (Eluato) do instrumento

OlAsymphony SP

Adaptador de arrefecimento para os suportes 9020730
EMT. Para utilizagao com a gaveta "Eluate"

(Eluato) do instrumento QlAsymphony SP

Adaptador de arrefecimento para tubos 9020731
Eppendorf’ LoBind Snap Cap Safe-Lock de 1,5 ml.
Para utilizagdo com a gaveta "Eluate” (Eluato) do

instrumento QlAsymphony SP

Cartuchos de preparagao de amostras de 8 pocos 997002
para utilizagao com o instrumento QlAsymphony

SP
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Produto Conteudo

8-Rod Covers (144) 8-Rod Covers para utilizacao com o instrumento
QlAsymphony SP

Filter-Tips, 200 pL Pontas com filtro descartaveis, em suporte;

(1024) (8 x128). Para utilizagdo com o QlAcube’ e os
instrumentos OlAsymphony SP/AS

Filter-Tips, 1500 pL, Pontas com filtro descartaveis, em suporte;

Osym SP(1024) (8 x128). Para utilizagdo com os instrumentos
OlAsymphony SP/AS

Tip Disposal Bags(15) Sacos de eliminagao de pontas para utilizagao
com o instrumento QlAsymphony SP

12-Tube Magnet iman para a separacao de particulas magnéticas
em 12 tubos x 1,5 ml ou 2 ml

96-Well Magnet Type  Iman para a separagao de particulas magnéticas

A em pocos de placas de 96 pocos, 2 x microplacas
FB de 96 pocos
Reuse Seal Set(20) Conjuntos de vedantes reutilizaveis para selar RC

OlAsymphony parcialmente usados

Elution Microtubes CL  Tubos de polipropileno ndo esterilizados (0,85 ml

(24 % 986) de capacidade méaxima, menos de 0,7 ml de
capacidade de armazenamento, 0,4 ml de
capacidade de eluigao); 2304 em suportes de 96;
inclui tiras de tampas

Caps for Elution Tampas para microtubos de eluigao (50 x 8)
Microtubes (50 x 8)

14 mL Falcon Tube Tubo com base redonda em polistireno
17 x 100 mm utilizado como transportador de
amostras para o instrumento QlAsymphony SP
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997024

9013395
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18591

Corning,
352051

41



Historico de revisoes do documento

Revisao Descrigao

R1, maio de Versao inicial

2021

R2, maio de Remocao de (CE-IVDY em certas ocorréncias. Atualizagado da tabela do conteudo do kit. Inclusdo
2022 de www.PreAnalytiX.com como ligagdo para encontrar os respetivos recursos. Especificagao de

“espécimes” como “espécimes de sangue” na secgao Informacoes de seguranga. Alteracao de
"Elimine os residuos de amostras e dos ensaios" para "Elimine os materiais biol6gicos perigosos e
os residuos dos kits" na secgdo Informacgdes de seguranga. Atualizagao das secgoes "A)
Preparagao do plasma a partir de sangue para protocolos padrao" e "B) Preparagao do plasmaa
partir de sangue para manuseamento do tubo primario no instrumento QlAsymphony SP".

R3, fevereirode Endereco postal da PreAnalytiX GmbH alterado de "Feldbachstrasse" para "Garstligweg 8". Secgao

2023 Precaucodes atualizada. Informagdes de emergéncia adicionadas a sec¢ao Informagdes de
seguranga. Nimero de catalogo de Proteinase K (100 ml) atualizado em Informagdes para
encomendas. Alteragdes de composigao e edicao.
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Para obter informagoes de licenciamento atualizadas e renuncias de responsabilidades
especificas do produto, consulte o manual do utilizador ou o manual do PreAnalytiX® ou
QIAGEN?® respetivo. Os manuais do utilizador e os manuais dos kits PreAnalytiX e QIAGEN

estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser solicitados aos Servigos de

Assisténcia da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.

N :
Explore mais em: www.PreAnalytiX.com t&. PI’CAnaly‘l'lX

HB-2866-003 02/2023
A GIAGEN / BD Company

Encomendas www.qiagen.com/shop | Assisténcia técnica www.support.qgiagen.com | Site www.giagen.com ou
www.preanalytix.com
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