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Acord de licenta limitatd pentru QlIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Utilizarea acestui produs implica acceptarea urmatoarelor clauze de catre oricare cumparator sau utilizator al kitului
QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit:

1. Produsul poate fi utilizat doar in conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si prezentul manual
si doar impreuna cu componentele incluse in kit. PreAnalytiX® nu acorda nicio licenta pentru niciuna dintre
proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporarii componentelor incluse in acest kit cu orice
componenta care nu este inclusa in acest kit, daca nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreuna cu
produsul, in prezentul manual siin protocoalele suplimentare disponibile la adresele www.giagen.com si
www.PreAnalytiX.com.

2. Inafarade licentele acordate in mod explicit, PreAnalytiX nu garanteaza sub nicio forma ca acest kit si/sau
utilizarea (utilizarile) acestuia nu incalca drepturile tertilor.

3. Acest consumabil si componentele sale sunt licentiate pentru o singuré utilizare si nu pot fi reutilizate,
reconditionate sau revandute.

4., PreAnalytiX declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decat cele declarate in mod explicit.

5. Cumparatorul si utilizatorul kitului accepta sa nu ia masuri si sa nu permita niciunei persoane sa ia masuri care ar
putea conduce la sau facilita oricare dintre faptele interzise prezentate mai sus. PreAnalytiX poate punein
aplicare interdictiile din acest Acord de licenta limitata in orice instanta si va recupera toate costurile anchetelor
si cheltuielile de judecatad, inclusiv onorariile avocatilor, in orice actiune pentru aplicarea acestui Acord de licenta
limitata sau a oricaruia dintre drepturile sale de proprietate intelectuala legate de kit si/sau componentele
acestuia.

Pentru termenii actualizati ai licentei, consultati www.qgiagen.com si www.PreAnalytiX.com.

Distribuitorii PreAnalytiX

Produsele PreAnalytiX sunt fabricate si distribuite de QIAGEN si BD pentru
PreAnalytiX.
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Domeniul de utilizare

Kitul QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit, care va fi folosit cu instrumentul
OlAsymphony SP, este destinat izolarii si purificarii automate a ADN-ului liber
circulant (circulating cell-free DNA, ccfDNA) din plasma obtinuta din sange venos
integral uman recoltat in eprubeta PAXgene Blood ccfDNA Tube.

OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit utilizeaza tehnologia particulelor
magnetice pentru izolarea si purificarea automate ale ADN-ului liber circulant
(circulating cell-free DNA, ccfDNA) din plasma umana.

OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit este destinat utilizarii pentru diagnostic in
vitro si va fi utilizat de utilizatori profesionisti, precum tehnicieni si medici instruiti in
tehnicile de biologie moleculara.

Utilizatori potentiali

Acest kit este destinat uzului profesional.

Produsulvafiutilizat doar de personalinstruit si format specialin tehnicile de biologie
moleculara, care este familiarizat cu aceasta tehnologie.
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Descrierea si principiul

Rezumat si explicatii

ADN-ul liber circulant (circulating cell-free DNA, ccfDNA) este prezent in plasma, de
obicei sub forma de fragmente scurte (<1000 pb). De obicei, concentratia de ADN
liber circulant in plasméa este redus& (poate varia intre 1si 100 ng/ml) si variaza
considerabil de la o persoana la alta. PreAnalytiX PAXgene Blood ccfDNA Tube cu
marcaj CE, impreuna cu QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit, constituie un flux
de lucru standardizat pentru recoltarea, pastrarea si transportul sangelui;
stabilizarea ADN-ului intr-o eprubeta inchisa si izolarea si purificarea ulterioare ale
ccfDNA din plasma umana utilizand instrumentul QIAGEN® QlAsymphony SP.

Sunt furnizate protocoale pentru instrumentul QlAsymphony SP pentru extragerea
ccfDNA din 2,4 si 4,8 ml de plasma generata din eprubetele PAXgene Blood ccfDNA
Tube prin centrifugare dubla. Plasma este transferata si procesata intr-o eprubeta
secundara, pe instrumentul QlAsymphony SP.

Alternativ, sunt disponibile protocoale pentru manipularea eprubetelor principale pe
instrumentul QlAsymphony SP, pentru un volum al plasmei la introducere de 2,4 si
4 ml. In acest caz, nu este nevoie de 0 a doua etapa de centrifugare sau de transferul
plasmeiintr-o eprubeta secundara.

Tehnologia cu particule magnetice a QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
permite purificarea unui ccfDNA de inalta calitate, care nu contine proteine, nucleaze
si alte impuritati. Instrumentul QlAsymphony SP executa toate etapele procedurii de
purificare. Intr-o singura testare se proceseaza pana la 96 de probe, in loturi de cate
24. Pentru izolarea ADN-ului genomic (gDNA) din fractiunea celulard nucleata a
sangelui recoltat in eprubete PAXgene Blood ccfDNA Tube pe instrumentul
OlAsymphony SP, consultati instructiunile oferite in Instructiunile de utilizare
PAXgene Blood ccfDNA Tube (www.PreAnalytiX.com).
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Principiile procedurii

Tehnologia instrumentului QlIAsymphony SP combina viteza si eficacitatea purificarii
acizilor nucleici pe baza de schimb anionic cu manipularea convenabila a particulelor
magnetice (Figura 1). Procedura de purificare este conceputd pentru a garanta
siguranta sireproductibilitatea manipularii probelor potential infectioase si constain
3 etape: legare, spalare si elutie (Figura 2). Utilizatorii pot alege dintre diferite volume
ale probei laintroducere.

Tija
magnetica

Tija
magnetica

Tnvelis
pentru tije

l I Tnvelis

pentru tije
. o
Reactiv 1 si Miscarea lenta in sus Transfer Miscarea rapida in  Reactiv 2 si
particule si in jos, pentru sus siin jos a particule
magnetice colectarea particulelor nvelisului tijei, magnetice
magnetice pentru eliberarea
particulelor
Godeul 1 Godeul 2

Figura 1. Diagrama schematica principiului instrumentului QlAsymphony SP. Instrumentul QlAsymphony SP proceseaza
o proba care contine particule magnetice, dupa cum urmeaza: o tija magnetica, protejata de invelisul tijei, intra in godeul
care contine proba si atrage particulele magnetice. invelisul tijei magnetice este pozitionat deasupra unui alt godeu, iar
particulele magnetice sunt eliberate. Aceste etape sunt repetate de cateva oriin timpul procesarii probelor.
Instrumentul QlAsymphony SP utilizeaza un cap magnetic care contine o serie de 24 de tije magnetice, astfel putand sa
proceseze pana la 24 de probe simultan.
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OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Proba de plasma plus solutia
tampon de legare,
proteinaza K si particulele
magnetice transferate in
cartusul pentru prepararea
probelor

ADN-ul se leaga de
particulele magnetice

Separare magnetica

Spalare

Separare magnetica

Elutie

ccfDNA pur, de inalta calitate

Figura 2. Etapele pentru extragerea ADN-ului liber circulant cu QlJAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit. Fragmentele
de ccfDNA sunt izolate din plasma generata de sangele venos integral uman recoltat in PAXgene Blood ccfDNA Tube. in
timpul primului pas de procesare, proteinele din plasma sunt digerate de proteinaza K, in timp ce ccfDNA se leaga de
suprafata particulelor magnetice. Trei pasi de spalare garanteaza eliminarea contaminantilor. La final, ccfDNA este
eluat din particulele magnetice si pregatit pentru utilizare in aplicatii din aval.

8 PAXgene Blood RNA Kit manual 02/2023



Materiale furnizate

Continutul kitului

QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA
Kit (CE-IVD)

Nr. de catalog

Numar de reactii

(192)
768566
192
Cantitate

Abreviere Identitate

Ingredienti activi

Detergent neionic
Particule magnetice
cu schimb de anioni
NaOH

RC Reagent cartridge (Cartus 2
cu reactivif*

Etanol

PROTK Proteinase K 5x10 ml Proteinaza K
(proteinaza K)f

PL Piercing lid (Capac de 2 —
perforare)

RSS Reuse Seal Set? 2 —
Elution Microtubes CL 2 -
(microeprubete de elutie
CL), incarcate in stative*
Caps for Elution 1x(55x8) —
Microtubes (capace pentru
microeprubete de elutie)*
Instructiuni de utilizare 1 =
(ghid)
PAXgene Blood ccfDNA 1 —

Purification Protocol

Selection Tool
* Contine azida de sodiu cu rol de conservant.
t Consultati pagina 37 pentru o lista de simboluri si definitii.
*Un Reuse Seal Set contine 8 benzi de sigilare pentru reutilizare.
# Disponibile si separat, consultati Informatii pentru comanda.
** Concentratie maxima intr-un singur godeu.
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>0,5-<10[procent
de masal

>0,05-<0,1[procent
de masal
>70-<90[procent
de volum]

>1-<3[procent de
masa]



Materiale necesare, dar nefurnizate

in timpul lucrului cu substante chimice si probe biologice, urmati intotdeauna
precautiile universale si purtati un halat de laborator adecvat, manusi de unica folosinta
si ochelari de protectie, in conformitate cu politicile si procedurile unitatii
dumneavoastra. Pentru informatii suplimentare, consultati fisele cu date de siguranta
(Safety Data Sheet, SDS) corespunzéatoare, disponibile de la furnizorul produsului.

Asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu
recomandarile producatorului.

Sample Prep Cartridges, 8-well (QIAGEN, nr. cat. 997002)

8-Rod Covers (QIAGEN, nr. cat. 997004)

Filter-Tips, 200 pl si 1500 pl (QIAGEN, nr. cat. 990332 si, respectiv, 997024)
Tip Disposal Bags (QIAGEN, nr. cat. 3013395)

PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD)(PreAnalytiX, nr. cat. 768165)

Eprubete pentru probe. Pentru formate compatibile de eprubete primare si
secundare, consultati Lista instrumentarului de laborator, care poate fi gasita
sub fila Product Resources(Resurse produs) si fila Resources (Resurse) a paginii
produsului, la www.qiagen.com si, respectiv, www.PreAnalytiX.com.

Pentru formate compatibile de eprubete de elutie, consultati Lista
instrumentarului de laborator, care poate fi gasita sub fila Product Resources
(Resurse produs)si fila Resources (Resurse) a paginii produsului, la
www.giagen.com si, respectiv, www.PreAnalytiX.com.

Echipamente*

e Pipeta(5ml)
e QlAsymphony SP instrument (QIAGEN, nr. cat. 3001297)

* Tnainte de utilizare, asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile

producatorului.
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Avertismente si precautii

A se utiliza pentru diagnosticareain vitro.
Cititi cu atentie toate instructiunile inainte de utilizarea kitului.

Pentru clientii din Uniunea Europeana, va rugam sa retineti ca aveti obligatia de a
raporta incidentele grave survenite in legatura cu dispozitivul catre producator si
autoritatea competenta a statului membruin careisi are sediul/domiciliul utilizatorul
si/sau pacientul.

Informatii de siguranta

in timpul lucrului cu substante chimice si probe biologice, urmati intotdeauna
precautiile universale si purtati un halat de laborator adecvat, manusi de unica
folosinta si ochelari de protectie, in conformitate cu politicile si procedurile unitatii
dumneavoastra. Pentru informatii suplimentare, va rugam sa consultati fisele cu date
de securitate (Safety Data Sheets, SDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile
onlinein format PDF la adresa www.qiagen.com/safety, unde puteti gasi, vizualiza si
tipari fisa SDS pentru fiecare kit PreAnalytiX si pentru componentele kiturilor.

e Toate substantele chimice si materialele biologice sunt potential periculoase.
Specimenele si probele de sange sunt potential infectioase si trebuie tratate ca
materiale periculoase din punct de vedere biologic.

e Aruncati materialele periculoase din punct de vedere biologic si deseurile de
kituriin conformitate cu procedurile locale de siguranta.

Informatii in caz de urgenta

CHEMTREC
SUA si Canada 1-800-424-9300
In afara SUA si Canada +1703-527-3887
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Precautii

Solutiile tampon din cartusul cu reactivi(reagent cartridge, RC) contin azida de sodiu.

Daca solutiile tampon aferente kitului se varsa, curatati cu un detergent adecvat

pentru laborator si cu apa. Daca lichidul varsat contine agenti potential infectiosi,
curatati mai intai zona afectata cu detergent pentru laborator si cu apa, iar apoi cu
hipoclorit de sodiu (inalbitor) 1% (v/v).

Urmatoarele fraze de pericol si de precautie se aplica pentru componentele
OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit.

MBS3

Proteinase K

Contine: Azida de sodiu. Avertisment! Poate fi nociv in caz de

inghitire. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de

protectie/ochelari de protectie/masca de protectie.

Contine: Proteinaza K. Pericol! Provoaca iritarea usoara a
pielii. Poate provoca simptome de alergie sau astm sau
dificultati de respiratie in caz de inhalare. Evitati sa inspirati
praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-ul. Purtati manusi de
protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de
protectie/masca de protectie. Purtati echipament de
protectie respiratorie. incaz de expunere sau de posibila
expunere: Sunatila un centru de informare toxicologica sau la
un medic. Transportati victima la aer liber si mentineti-o in
stare de repaus, intr-o pozitie confortabila pentru respiratie.
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QSE2

Qsw9

O®

Contine: Hidroxid de sodiu. Pericol! Provoaca arsuri grave ale
pielii si lezarea ochilor. Aruncati continutul/recipientul la o
unitate autorizata de eliminare a deseurilor. in caz de contact
cu ochii: Clatiti cu atentie cu apa, timp de mai multe minute.
Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca acest
lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti. in caz de
contact cu pielea (sau parul): Scoateti imediat toata
imbracamintea contaminata. Clatiti pielea cu apa/faceti dus.
Sunatiimediat la un centru de informare toxicologica sau la un
medic. Ase pastra sub cheie. Purtati manusi de
protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de protectie/
masca de protectie.

Contine: Etanol. Pericol! Lichid si vapori extrem de inflamabili.
Provoacaoiritare grava a ochilor. A se pastra departe de surse
de caldura/scantei/flacari deschise/suprafete incinse.
Fumatul interzis. Purtati manusi de protectie/imbracaminte
de protectie/ochelari de protectie/masca de protectie.
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Depozitarea si manipularea reactivilor

Produsul OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit trebuie depozitat pe verticala, la
temperatura camerei (15-25°C). Particulele magnetice din cartusele cu reactivi
(reagent cartridge, RC) raman active atunci cand sunt depozitate in acest interval de
temperatura.

Retineti: Eticheta de pe cutia QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit mentioneaza
data de expirare a kitului. Data de expirare se refera la cartusul cu reactivi.

Nu utilizati QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit dupa expirare.

Componentele kitului

Kitul QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit contine solutie de proteinaza K
pregatita pentru utilizare, care poate fi depozitata la temperatura camerei(15-25 °C).

Nu depozitati cartusele cu reactivi(reagent cartridge, RC)la temperaturi sub 15 °C.

Cartusele cureactivi(reagent cartridge, RC) QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
deschise pot fi depozitate la temperatura camerei (15-25°C) timp de pana la
4 saptamani, ceea ce permite reutilizarea rentabila a reactivilor si o procesare mai
flexibila a probelor, daca sunt resigilate corespunzator dupa utilizare. Daca un cartus
cu reactivi (reagent cartridge, RC) este partial folosit, puneti la loc capacul
compartimentului care contine particule magnetice si sigilati cartusul cu reactivi
(reagent cartridge, RC) cu benzile de sigilare pentru reutilizare furnizate, imediat dupa
incheierea executarii protocolului, pentru a preveni evaporarea.

Pentru a evita evaporarea reactivului, cartusul cu reactivi (reagent cartridge, RC) nu
trebuie s& stea deschis mai mult de 15 ore (inclusiv timpii de procesare) la o
temperatura ambientald maxima de 32 °C. Depozitarea incorectd a componentelor
kitului poate duce la degradarea accelerata a solutiilor tampon.
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Testarea loturilor avand numar mic de probe (< 24)va mari atat timpul in care cartusul
cu reactivi (reagent cartridge, RC) este deschis, cat si volumele de solutie tampon
necesare, putand sa reduca numarul total de preparari de probe care este posibil
pentru un cartus.

Evitati expunerea cartuselor cu reactivi (reagent cartridge, RC) la lumina ultraviolet3
(de ex., utilizata pentru decontaminare), deoarece aceasta poate provoca degradarea
accelerata a cartuselor cu reactivi(reagent cartridge, RC) si a solutiilor tampon.

Trebuie acordata atentie datelor de expirare si conditiilor de depozitare tiparite pe

cutiile si etichetele tuturor componentelor. Nu utilizati componente expirate sau
depozitate in mod incorect.
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Recoltarea si prepararea probelor

Procedura de purificare este optimizata pentru a fi utilizata cu plasma obtinuta din
sange recoltat in eprubetele PAXgene Blood ccfDNA Tube. Pentru informatii
referitoare la recoltarea sangelui, manipularea acestor eprubete si prepararea
plasmei, consultati instructiunile de utilizare ale PAXgene Blood ccfDNA Tube, care
pot fi gasite la filele Product Resource (Resurse produs) si Resources (Resurse) ale
paginilor produselor, la www.giagen.com si, respectiv, www.PreAnalytiX.com.

Prepararea plasmei se poate efectua utilizand (A) protocolul standard de centrifugare
dubla sau (B) manipulédnd eprubetele primare: prin procesarea directa a eprubetelor
PAXgene Blood ccfDNA Tube centrifugate o data pe instrumentul QIAsymphony SP.

A) Prepararea plasmei din sdnge pentru protocoale standard

1. Centrifugati eprubeta PAXgene Blood ccfDNA Tube la temperatura camerei
(15-25 °C) timp de 15 minute la 1600-3000 x g (prima centrifugare), utilizand o
centrifuga echilibrata cu galeata basculanta. Daca se prefera franarea,
recomandam utilizarea unei franari de nivel mediu care ar trebui validata pentru
fluxul dvs. specific de lucru.

Retineti: Pentru obtinerea unor rezultate cat mai bune, in cazul probelor pastrate
lafrigider inainte de centrifugare, omogenizati din nou proba prin rasturnarea de
trei ori a acesteia si asteptati ca eprubetele sa ajunga la temperatura camerei
inainte de a le procesa.

2. Pipetati plasmaintr-o eprubetéa de centrifugare de 15 ml, cu capat conic
(neinclusa), avand grija sa nu deranjati fractiunea celulara nucleata.

3. Centrifugati eprubeta de 15 ml cu capat conic la temperatura camerei (15-25 °C)
timp de 10 minute la 1600-3000 x g (a doua centrifugare), utilizand o centrifuga
echilibrata.

16 PAXgene Blood RNA Kit manual 02/2023


http://www.qiagen.com/
http://www.preanalytix.com/

Retineti: Nu depasiti viteza de centrifugare maxima recomandata de
producatorul eprubetelor secundare.

. Pipetati volumul necesar de plasma (consultati sectiunea ,Volumul probei”,
pagina 20)intr-o eprubeta 17 x 100 mm de 14 ml, din polistiren, cu capat rotund,
avand grija sa nu deranjati peletul celular sanguin rezidual, daca este prezent.

. Transferati eprubeta cu capat rotund care contine proba de plasma in suportul
de eprubete, apoiincarcati suportul in sertarul de introducere a probei de pe
instrumentul QIAsymphony SP.

Retineti: Pentru un randament ccfDNA maxim, procesati volumul maxim de
plasma disponibila.

Retineti: Evitati formarea de spumain interiorul sau la suprafata probelor de
plasmain timpul pipetarii. Spuma sau bulele de aer care se formeaza la suprafata
probelor pot conduce la pipetarea de volume gresite de proba.

Retineti: Dupa transferul plasmeiin eprubeta secundard ADN-ul liber circulant
este stabil in plasma la 15-25 °C timp de maximum 3 zile sau la 2-8 °C timp de
maximum 7 zile. Pentru o depozitare mai indelungata, recomandam congelarea
alicotelorla-20°C saula-80 °C.

Retineti: Atunci cand utilizati probe de plasma depozitate anterior (de ex.,
pastrate la 2-8 °C sau congelate la-20 sau -80 °C), acestea trebuie aduse la
temperatura camerei(15-25 °C)inainte de a incepe testarea; pentru probe
congelate, consultati sectiunea,C) Congelarea si decongelarea probelor de
plasma procesate din eprubeta PAXgene Blood ccfDNA Tube”.
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B) Prepararea plasmei din sdnge pentru manipularea eprubetelor primare pe instrumentul

QlAsymphony SP

1. Centrifugati eprubeta PAXgene Blood ccfDNA Tube la temperatura camerei
(15-25 °C) timp de 15 minute la 3.000 x g, utilizand o centrifuga echilibrata cu
galeata basculanta. Daca se prefera franarea, recomandam utilizarea unei franari
de nivel mediu care ar trebui validata pentru fluxul dvs. specific de lucru.

Retineti: Pentru obtinerea unor rezultate cat mai bune, in cazul probelor pastrate
lafrigider, inainte de centrifugare, omogenizati din nou proba prin rasturnarea de
trei ori a acesteia si asteptati ca eprubetele sa ajunga la temperatura camerei
inainte de a le procesa.

2. Cuantificati volumul de plasma din fiecare eprubeta dupa ce le-ati indepartat din
galeata de centrifugare, folosind instrumentul de selectare a protocolului de
purificare a ADN-ului liber circulant (circulating cell-free DNA, ccfDNA) din sdnge
PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool inclus in kit
(Figura 3). Laindepartarea eprubetei din centrifuga, sageata turcoaz de pe
instrument este aliniata cu interfata plasma/celula. Liniile albastre indica daca
nivelul plasmei este suficient pentru protocolul de manipulare a eprubetelor
primare de 2,4 sau 4,0 ml. Este necesara o inaltime a coloanei de plasma de
minimum 2,3 cm pentru protocolul de 2,4 ml si de minimum 3,4 cm pentru
protocolul de 4,0 ml.

Retineti: in cazul in care nu a avut loc o separare clara a plasmei si a fractiunii
celulare sau daca fazele s-au amestecat accidental laindepartarea din
centrifuga, centrifugarea ar trebui repetata.

Retineti: inainte de amplasarea eprubetei pe instrument, verificati daca exista o
separare clara.

3. Indepartati capacul de inchidere Hemogard de pe eprubetele PAXgene Blood
ccfDNA Tube inainte de a le plasa pe instrumentul QlAsymphony SP pentru
extragerea directa a ADN-ului liber circulant.
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Retineti: Scoaterea capacelor de inchidere ale eprubetelor si manipularea
eprubetelor fara capac trebuie realizate cu atentie pentru a reduce riscul
potential de varsare a probei, contaminareaincrucisata intre eprubete si
expunerea sangelui.

Plasati eprubetele PAXgene Blood ccfDNA Tube deschise care contin suficienta
plasmain suportul de eprubete, apoiincarcati suportul in sertarul de introducere
a probei de pe instrumentul QlAsymphony SP.

Congelarea si decongelarea probelor de plasma procesate din eprubeta PAXgene Blood
ccfDNA Tube

Pentru congelare, transferati plasmain eprubete adecvate (de ex., fiole crio),
amplasate intr-un suport corespunzator.

Congelati si depozitati plasmala-20 °C. Pentru depozitare sub =20 °C, congelati
probele de plasma mai intai la-20 °C timp de minimum 24 h, apoi transferati-le la
-80 °C.

. Decongelati plasma la temperatura camerei (15-25 °C).

Retineti: Nu decongelati la temperaturi scazute (de ex., 4 °C).

Dacain plasma se formeaza crioprecipitate, vortexati eprubeta timp de 30 de
secunde dupa decongelare si utilizati proba pentru procedura de izolare a
ccfDNA cu instrumentul QlAsymphony SP, fara alte tratamente.

Retineti: Centrifugarea plasmei pentru eliminarea crioprecipitatelor nu se
recomanda, deoarece acestea pot contine ccfDNA.

Retineti: Pentru a evita formarea crioprecipitatelor, plasma poate fi decongelata
la 30 °C timp de 30 de minute si nu la temperatura camerei.
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Procedura

Prezentare de ansamblu: Purificarea automata a ccfDNA cu
instrumentul QlIAsymphony SP

Cu instrumentul QlAsymphony SP, prepararea automata a probelor este usoara si
convenabila. Probele, reactivii si consumabilele, precum si eluatele, sunt separate in
sertare diferite. Nu trebuie decat sa incarcati probele, reactivii furnizati in cartuse
speciale si consumabilele preincarcate in stativ in sertarul corespunzator inainte de
o testare. Porniti protocolul si scoateti ccfDNA purificat din sertarul ,Eluate” (Eluat)
dupé procesare. Pentru instructiuni de operare, consultati manualele de utilizare
furnizate impreuna cu instrumentul dvs.

Retineti: intretinerea optionala nu este obligatorie pentru functionarea
instrumentului, insa este recomandata cu insistenta pentru a reduce riscul de
contaminare.

Volumul probei

Pentru a va asigura ca in fluxul normal de lucru, probele de 2,4 ml (protocol
PAXcircDNA_2400) si de 4,8 ml (protocol PAXcircDNA_4800) sunt transferate de
instrument, este necesar un volum al golurilor de 0,4 si, respectiv, 0,5 ml, adica
trebuie furnizatd o proba de minimum 2,8 si 5,3 ml la introducere. in cazul in care
volumul disponibil al plasmei este mai mic de 2,8 sau 5,3 ml, modul Less Sample (Proba
mai mica), ca functie integrat& a protocolului, permite automat transferul de volume
ale plasmei mai mici decat cele specificate. In acest caz, instrumentul transfera o
proba mai mica. Diferenta de volum de plasma pipetat va fi inregistrata in fisierul cu
rezultate. In plus, probele respective sunt semnalizate cu neclar (cod de eroare
140043, modul Enable Less Sample (Activare prob& mai mica)). Volumele minime ale
plasmei la introducere care activeaza modul Less Sample (Proba mai mica) sunt 1,6 si
4,1ml. Probele nu vor fi prelucrate si vor fi semnalizate ca nevalide daca este furnizat
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un volum al probei mai mic. in cazul fluxului de lucru pentru manipularea eprubetelor
primare, volumul corespunzator al probei este asigurat folosind PAXgene Blood
ccfDNA Purification Protocol Selection Tool inclus in kit (descris sub ,Prepararea

=

materialului de proba” de la pagina 25).

Incarcarea cartuselor cu reactivi (reagent cartridge, RC)in sertarul
.Reagents and Consumables” (Reactivi si consumabile)

Reactivii pentru purificarea ccfDNA sunt furnizati intr-un cartus cu reactivi (reagent
cartridge, RC) inovator (Figura 3). Fiecare compartiment al cartusului cu reactivi
(reagent cartridge, RC) contine un anumit reactiv, precum particule magnetice,
solutie tampon de legare, solutie tampon de spalare sau solutie tampon pentru elutie.
in vederea reutilizarii ulterioare, cartusele cu reactivi (reagent cartridge, RC) partial
folosite pot fiinchise din nou utilizand benzile de sigilare pentru reutilizare, ceea ce
previne producerea de deseuri din cauza reactivilor ramasi la incheierea procedurii
de purificare.

Figura 3. Cartus cu reactivi (Reagent Cartridge, RC) QlAsymphony. Cartusul cu reactivi(reagent cartridge, RC) contine
toti reactivii necesari pentru executia protocolului.
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Inainte de inceperea procedurii, asigurati-va ca particulele magnetice sunt complet
resuspendate. Scoateti compartimentul cu particule magnetice din cadrul cartusului
cu reactivi (reagent cartridge, RC), vortexati-I puternic timp de cel putin 3 minute,
apoi introduceti-lla loc in cadrul cartusului cu reactivi(reagent cartridge, RC)inainte
de prima utilizare.

Retineti: Particulele magnetice isi pot schimba culoarea. Acest aspect nu
afecteaza performanta.

Amplasati cartusul cu reactivi (reagent cartridge, RC)in suportul dedicat. inainte de a
utiliza un cartus cu reactivi (reagent cartridge, RC) pentru prima dat&, pozitionati
capacul de perforare deasupra cartusului cu reactivi(reagent cartridge, RC)(Figura 3).

Retineti: Capacul de perforare este taios. Procedati cu grija atunci cand l
pozitionati pe cartusul cu reactivi(reagent cartridge, RC). Atunci cand pozitionati
capacul de perforare pe cartusul cu reactivi(reagent cartridge, RC), asigurati-va
ca este orientat corect.

Dupa ce indepartati capacul compartimentului cu particule magnetice, incarcati

cartusul cu reactivi (reagent cartridge, RC) in sertarul ,Reagents and Consumables’
(Reactivi si consumabile).

Cartusele cu reactivi (reagent cartridge, RC) partial folosite pot fi pastrate pana ce vor
fi necesare din nou(consultati ,Depozitarea si manipularea reactivilor” la pagina 14).

Retineti: Trebuie adaugata proteinaza K (consultati ,Operatiuni care trebuie
executate inainte de incepere” la pagina 27).

Retineti: Asigurati-va ca nu interschimbati cartusele cu reactivi(reagent
cartridge, RC), compartimentele cu particule magnetice si flacoanele cu
proteinaza Kintre diferitele loturi de kituri.
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Incarcarea componentelor din plastic in sertarul ,Reagents and
Consumables” (Reactivi si consumabile)

Cartusele pentru prepararea probelor, 8-Rod Covers(ambele preincarcate in stativin
cutii individuale) si varfurile de unicéa folosinta cu filtru (varfuri de 200 pl furnizate in
stative albastre, varfuri de 1500 pl furnizate in stative negre) se incarca in sertarul
,Reagents and Consumables”(Reactivi si consumabile).

Retineti: Asigurati-va ca ati indepartat capacele cutiilor individuale inainte de a
incérca cutiile individuale in sertarul ,Reagents and Consumables” (,Reactivi si
consumabile”).

Retineti: Varfurile sunt prevazute cu filtre, pentru a preveni contaminarea
incrucisata.

in fantele destinate stativelor pentru varfuri de pe masa de lucru a instrumentului
OlAsymphony SP se poate introduce orice tip de stativ pentru varfuri. Instrumentul
OlAsymphony SP vaidentifica tipul de varfuriincarcate in timpul scanarii inventarului.

Retineti: Nu reumpleti stativele pentru varfuri sau cutiile individuale ale
cartuselor pentru prepararea probelor sau 8-Rod Coversinainte de aincepe
executia unui alt protocol. Instrumentul OlAsymphony SP poate utiliza stative
pentru varfuri si cutii individuale partial folosite.

Pentru informatii privind comandarea recipientelor din plastic, a se vedea pagina 40.

Incarcarea sertarului ,Waste” (,Deseuri”)

Cartusele pentru prepararea probelor si 8-Rod Covers utilizate in timpul unei testari
sunt reintroduse in stative, in cutii individuale goale, in sertarul ,Waste” (Deseuri).
Asigurati-véa ca sertarul ,Waste” (,Deseuri”) contine suficiente cutii individuale goale
pentru deseurile din plastic generate in timpul executiei protocolului.
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Retineti: Asigurati-va ca ati indepartat capacele cutiilor individuale inainte de a
incarca cutiile individuale in sertarul ,Waste”(,Deseuri”). Daca utilizati cutiile
invelisurilor pentru 8 tije pentru a colecta cartusele pentru prepararea probelor si
8-Rod Covers folosite, asigurati-va ca ati indepartat separatorul din cutii.

in partea frontala a sertarului ,Waste” (Deseuri) trebuie atasatd o punga pentru
varfurile cu filtru folosite.

Retineti: Sistemul nu verifica prezenta unei pungi pentru aruncarea varfurilor.
Asigurati-va ca punga pentru aruncarea varfurilor este atasata corespunzator,
inainte de aincepe executia protocolului. Pentru informatii suplimentare,
consultati manualele de utilizare furnizate impreuna cu instrumentul dvs. Dupa
procesarea a cel mult 96 de probe, goliti punga pentru varfuri, pentru a evita
supraincarcarea acesteia cu varfuri.

Deseurile lichide generate in timpul procedurii de purificare sunt colectate intr-un
recipient pentru deseuri. Sertarul ,Waste” (,Deseuri’) poate fi inchis doar daca
recipientul pentru deseuri este montat la locul lui. Eliminati deseurile lichide in
conformitate cu reglementarile locale de siguranta si de mediu. Nu introduceti in
autoclava flaconul de deseuri plin. Dupa procesarea a cel mult 96 de probe, goliti
flaconul de deseuri.

incarcarea sertarului ,Eluate” (,Eluat”)

Incarcati stativul de elutie necesar in sertarul ,Eluate”(,Eluat’). Deoarece depozitarea
pe termen lung a eluatelor in sertarul ,Eluate” (Eluat) poate cauza evaporarea sau
condensarea acestora, trebuie utilizata pozitia de racire. Utilizati ,Elution slot 1"
(,Fanta de elutie 1) doar impreuna cu adaptorul de racire corespunzator.

Volum de elutie selectat (pl)* Volum de elutie initial (pl)*

60 75

* Acesta este volumul minim accesibil de eluat din eprubeta de elutie finala pentru stativul QIAGEN EMT (nr. cat. 19588)
si eprubete Sarstedt de 1,5 ml cu capac cu filet (nr. cat. 72.607). In anumite cazuri, volumul de eluat final pentru
fiecare proba in parte poate fi cu panala 5 pl mai mic.

t Volumulinitial de solutie-tampon de elutie necesara pentru a asigura ca volumul de eluat propriu-zis este acelasi cu
volumul selectat.
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Scanarea inventarului

Inainte de inceperea unei testéri, instrumentul verifica dacain sertarele corespunzatoare
au fost incarcate consumabile suficiente pentru lotul (loturile) in asteptare.

Prepararea materialului de proba

Consultati ,Recoltarea si prepararea probelor”, pagina 16.

Depozitarea ccfDNA

Dupa prepararea probelor, eluatele de ccfDNA pot fi depozitate la -20 sau -80 °C.
Eluatele congelate nu trebuie decongelate de mai mult de trei ori. Pentru cele mai noi
informatii despre stabilitatea ccfDNA in eluate, consultati pagina produsului pe
www.giagen.com sau www.PreAnalytiX.com.
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Prezentare de ansamblu a protocolului

Tabelul 1. Prezentare de ansamblu a protocolului

Procesarea Volum proba Volum proba Volum de Protocolul
PAXgene Blood | laintroducere | utilizat pentru | elutie (pl) pentru
ccfDNA Tube (incl. volum extragerea instrumentul
goluri)(ml) ccfDNA (ml) QlAsymphony
SP
Plasma obtinutd  Centrifugare 2x, PAXcircDNA_
R . 2,8 2,4 60
din sangevenos  transferul plasmei 2400
integral uman in eprubeta .
recoltatin secundara 5,3 48 80 PAXcircDNA-
eprubete 4800
PAXgeneBlood 4, oo ntrifugare, In functie de PAXcireDNA
CRTA T procesare directa instrumentulde 2,4 60 PrimaryTube_
pe instrumentul selectare 2400
P TREE PAXcircDNA
4,0 60 PrimaryTube_
4000

Informatii importante inainte de aincepe

e Atuncicand lucrati cu substante chimice si probe biologice, 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 sheet, SDS) corespunzatoare.

e Asigurati-va ca sunteti familiarizat cu operarea instrumentului QlAsymphony SP.
Pentru instructiuni de operare, consultati manualele de utilizare furnizate
impreuna cu instrumentul dvs.

Retineti: Configuratia software necesara pentru utilizarea IVD este Profil implicit 1.
e inainte de inceperea procedurii, consultati sectiunea ,Principiile procedurii”.

e Asigurati-va ca sunteti familiarizat cu Fisa de protocol si cu Lista
instrumentarului de laborator (aceasta poate fi gasita sub fila Product Resources
(Resurse produs) si fila Resources (Resurse) a paginii produsului, la
www.qiagen.com si, respectiv, www.PreAnalytiX.com).

e Evitati agitarea puternica a cartusului cu reactivi(reagent cartridge, RC); in caz
contrar, se poate forma o spuma care poate cauza probleme de detectare a
nivelului de lichid.
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e Sangele trebuie recoltat in eprubete PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD;
PreAnalytiX, nr. cat. 768165). Pentru instructiuni de recoltare si manipulare a
sangelui si procesarea plasmei, consultati instructiunile de utilizare, care pot fi
gasite sub fila Product Resources (Resurse produs)si fila Resources (Resurse) a
paginii produsului, la www.giagen.com sau, respectiv, www.PreAnalytiX.com.

Operatiuni care trebuie executate inainte de incepere

e Inainte deinceperea procedurii, asigurati-va c& particulele magnetice sunt
complet resuspendate. Vortexati puternic compartimentul care contine
particule magnetice timp de cel putin 3 minute inainte de prima utilizare.

e Capacul de perforare trebuie s fie pozitionat pe cartusul cu reactivi(reagent
cartridge, RC), iar capacul compartimentului cu particule magnetice trebuie scos
sau, daca utilizati un cartus cu reactivi(reagent cartridge, RC) partial folosit,
asigurati-va ca benzile de sigilare pentru reutilizare au fost indepartate.

e Proteinaza K nu este inclusa in cartusul cu reactivi(reagent cartridge, RC) si

trebuie pusa la dispozitie de utilizator (sertarul Sample (proba), fanta A, pozitia 1
si/sau 2). Asigurati-va ca este disponibil un volum corect de proteinaza K.

Kitul OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit contine solutie de proteinaza K
pregatita pentru utilizare. Proteinaza K poate fi depozitata la temperatura camerei
(15-25 °C). Pentru depozitare pe perioade indelungate, va recomandam s& pastrati
fiolele pentru enzime cu proteinaza K la 2-8 °C.

Numar proba PAXcircDNA_2400/PAXcircDNA | PAXcircDNA_4800/PAXcircDNA
PrimaryTube_2400* (ul) PrimaryTube_4000* (pl)
8 1980 2860
24 3740 6380
48 6380 116601
96 11660" 23320t

* Pentru fiecare proba, sunt necesari 110 pl (pentru 2400 pl de plasméa) sau 220 pl (pentru 4800/4000 pl de plasma), plus
un volum suplimentar al golurilor de 1100 pl [(n x 110 or 220 pl)+ 1100 pi].

T Dacé& sunt necesari peste 11.660 pl, utilizati o a doua eprubet& (Corning, cat. nr. 352051). Pentru cea de-a doua
eprubetd, este necesar un volum suplimentar al golurilor de 1100 pl.
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Retineti: Eprubetele care contin proteinaza K sunt asezate intr-un suport de
eprubete. Suportul de eprubete care contine proteinaza K trebuie asezat in
pozitiile 1si 2in fanta A din sertarul ,Sample” (Proba). Recomandam utilizarea de
eprubete 17 x 100 mm de 14 ml, din polistiren, cu capat rotund (Corning, nr. cat.
352051) pentru proteinaza K.

Daca probele sunt prevazute cu coduri de bare, asezati probele in suportul
pentru eprubete astfelincat codurile de bare sa fie orientate catre cititorul de
coduri de bare de pe partea stanga a instrumentului QlAsymphony SP.

Pentru informatii despre eprubetele pentru probe si volumele minime ale
probelor compatibile cu protocoalele, consultati Lista instrumentarului de
laborator corespunzatoare, care poate fi gasita sub fila Product Resources
(Resurse produs)si fila Resources (Resurse) a paginii produsului, la
www.giagen.com si, respectiv, www.PreAnalytiX.com.
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Protocol: Purificarea automata a ccfDNA cu instrumentul
QlAsymphony SP

Puteti gasi informatii detaliate despre fiecare protocol, inclusiv despre volume si
eprubete, in Fisa de protocol si Lista instrumentarului de laborator, care poate fi
gasita sub fila Product Resources (Resurse produs) si fila Resources (Resurse) a
paginilor produselor, la www.qgiagen.com si, respectiv, www.PreAnalytiX.com.
Pentru prepararea materialului de proba (plasma generata din sange venos integral
uman recoltat in PAXgene Blood ccfDNA Tube), consultati sectiunile ,Recoltarea si
prepararea probelor” si ,Prepararea materialului de proba” din acest manual, precum
si instructiunile de utilizare ale eprubetelor, care pot fi gasite sub fila Product
Resources (Resurse produs) si fila Resources (Resurse) ale paginii produsului, la

www.qiagen.com sau, respectiv, www.PreAnalytiX.com.

1. Inchideti toate sertarele si capacul instrumentului.

2. PORNITIinstrumentul QIAsymphony SP si asteptati pana ce este afisat ecranul
Sample Preparation (Prepararea probelor) si se incheie procedura de initializare.

3. Comutatorul de alimentare este localizat in coltul din stanga jos al instrumentului
QlAsymphony SP.

4. Autentificati-va pe instrument.
Incarcati stativul de elutie necesar in sertarul ,Eluate”(,Eluat”).

Nu incéarcati o placa cu 96 de godeuriin ,Elution slot 4”(,Fanta de elutie 4”). Este
obligatoriu s utilizati ,Elution slot 1"(,Fanta de elutie 1")impreuna cu adaptorul de
racire corespunzator.

Atunci cand utilizati o placa cu 96 de godeuri, asigurati-va ca placa este orientata
corect, deoarece pozitionarea incorecta poate determinaincurcarea probelorin
analiza din aval.

Cand utilizati stativul pentru Elution Microtubes CL, scoateti partea inferioara,
rasucind stativul pana ce partea inferioara se desprinde.
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. Asigurati-va ca sertarul ,Waste" (Deseuri) este pregatit corespunzator si
executati scanarea inventarului sertarului ,Waste” (Deseuri), inclusiv colectorul
pentru varfuri, statia de pastrare a varfurilor, recipientul gol pentru deseuri
lichide si cutiile individuale goale. Inlocuiti punga pentru aruncarea varfurilor,
daca este necesar.

. Incarcati cartusul (cartusele) cu reactivi (reagent cartridge, RC) si consumabilele
necesare in sertarul ,Reagents and Consumables”(Reactivi si consumabile).

. Executati scanarea inventarului sertarului ,Reagents and Consumables”
(,Reactivi si consumabile”).

. Asezati probele in suportul de probe corespunzator siincarcati-le in sertarul
.Sample” (Proba).

Retineti: Pe langa procesarea obisnuitd, care include transferul plasmei intr-o
eprubeta secundara corespunzatoare (eprubeta Falcon® de 14 ml cu capat
rotund, de 17 x 100 mm), amplasaté in suportul de probe corespunzator, fluxul de
lucru pentru manipularea eprubetelor primare PAXgene Blood ccfDNA Tube
permite extragerea ADN-ului liber circulant direct din PAXgene Blood ccfDNA
Tube (10 mI PAXgene Blood ccfDNA Tube, 16 x 100 mm). Pentru instructiuni
suplimentare despre manipularea eprubetelor primare, consultati Fisa de
protocol, Lista instrumentarului de laborator si instructiunile de utilizare ale
eprubetelor, care pot fi gasite sub fila Product Resources (Resurse produs) si fila
Resources (Resurse) a paginii produsului, la www.giagen.com sau, respectiv,
www.PreAnalytiX.com.

. Utilizdnd ecranul tactil, introduceti informatiile solicitate pentru fiecare lot de
probe si pentru proteinaza K, care urmeaza a fi procesate.

Introduceti urmatoarele informatii:

O Informatii despre probe (in functie de stativele pentru probe utilizate, selectati BD
#352051 FalconPP 17 x 100 sau BD_#768165 PAXgene ccfDNA 16 x 100)
O Protocolul care va fi executat (Assay Control Set (Set de control al dozarii))

O Volumul de elutie si pozitia de iesire
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10.

1.
12.

13.

14.

Dupa introducerea informatiilor despre lot, starea se modifica din LOADED
(INCARCAT)in QUEUED (IN ASTEPTARE). Imediat ce un lot este in asteptare, este
afisat butonul Run (Rulare).

Asezati proteinaza Kin suportul de probe corespunzator in pozitiile 1si 2, apoi
incarcati-o in fanta A a sertarului ,Sample” (Proba).

Definiti proteinaza K, prin apasarea butonului IC (Substanta de control interna).

Apésati butonul Run (Pornire) pentru aincepe procedura de purificare. Toate
etapele de procesare sunt complet automate. Laincheierea executiei
protocolului, starea lotului se modific& din RUNNING (SE PROCESEAZA)in
COMPLETED (INCHEIAT).

Scoateti stativul de elutie continand ccfDNA purificat din sertarul ,Eluate” (Eluat).
Confirmati scoaterea stativului de elutie prin intermediul software-ului
instrumentului QlAsymphony SP.

ccfDNA este pregatit de utilizare sau poate fi depozitat la-20 sau -80 °C timp de
maximum 6 luni. QIAGEN recomanda scoaterea placii de eluat din sertarul
,Eluate”(Eluat)imediat dupaincheierea testérii. in functie de temperaturéa si
umiditate, placile de elutie ramase in instrumentul QlAsymphony SP dupa
incheierea testarii pot fi afectate de condensare sau evaporare.

Retineti: Este posibila utilizarea functiei de racire a instrumentului QlAsymphony
SP pentru testarile facute pe timpul noptii.

In general, particulele magnetice nu sunt transferate in eluate. Daca transferul
are loc, particulele magnetice din eluate nu vor afecta cele mai multe aplicatii din
aval.

Daca particulele magnetice trebuie eliminate inainte de efectuarea aplicatiilor
din aval, maiintai trebuie sa introduceti eprubetele sau placile care contin eluate
intr-un magnet adecvat, iar eluatele trebuie transferate intr-o eprubeta curata
(consultati ,Anexa: Cuantificarea ccfDNA"). Pentru fiecare placa de elutie sunt
generate fisiere de rezultate.
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15. Daca un cartus cu reactivi(reagent cartridge, RC) este doar partial folosit,
sigilati-I cu benzile de sigilare pentru reutilizare furnizate, dupaincheierea
executiei protocolului, pentru a preveni evaporarea.

Retineti: Pentru informatii suplimentare despre depozitarea cartuselor cu
reactivi(reagent cartridge, RC) partial folosite, consultati ,Depozitarea si
manipularea reactivilor”.

16. Eliminati eprubetele pentru probe folosite si deseurile in conformitate cu
reglementarile locale de siguranta si de mediu. Consultati ,Avertismente si
precautii” pentru informatii de siguranta.

17. Curatati instrumentul QlAsymphony SP.

Respectatiinstructiunile de intretinere din manualele de utilizare furnizate
impreuna cu instrumentul dvs. Curatati cu reqularitate protectiile varfurilor,
pentru a reduce la minimum riscul de contaminare incrucisata.

18. Inchideti sertarele instrumentului si OPRITI instrumentul QlAsymphony SP.
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Controlul calitatii

In conformitate cu sistemul de management al calitatii certificat 1SO al QIAGEN,
fiecare lot de kituri QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit este testat pentru
specificatiile prestabilite, pentru a asigura calitatea consecventa a produsului.

Limitari

Performanta sistemului a fost stabilita in cadrul studiilor de evaluare a performantei
pentru purificarea ccfDNA din plasma obtinuta din sdnge venos integral uman
recoltat in PAXgene Blood ccfDNA Tube.

Caracteristicile de performanta pentru QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit au
fost stabilite cu fragmente ribozomice 18S si cromozomiale DYS14 de pe cromozomul
Y din plasma.

Verificarea performantei sistemului pentru orice proceduri utilizate in laborator care
nu fac obiectul studiilor de evaluare a performantei efectuate de QIAGEN si
PreAnalytiX constituie raspunderea utilizatorului.

Pentru a reduce la minimum riscul de impact negativ asupra rezultatelor de
diagnostic, trebuie utilizate substante de control adecvate pentru aplicatiile din aval.
Orice rezultate de diagnostic care sunt generate trebuie interpretate in coroborare
cu alte rezultate clinice sau de laborator.
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Ghid de depanare

Acest ghid de depanare poate fi utilin rezolvarea problemelor care pot aparea. Pentru
informatii de contact si o lista a intrebarilor frecvente, vizitati pagina produsului
respectiv, la www.PreAnalytiX.com sau www.giagen.com.

Comentarii si sugestii

Manipularea generala

a) Mesaj de eroare afisat pe  Dacain timpul unui protocol este afisat un mesaj de eroare, consultati manualele
ecranul tactil de utilizare furnizate impreuna cu instrumentul dvs.

b)  Volum variabil al eluatului  Pentru a optimiza rezultatul, QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit accepta
dupa testarile facute pe procesarea probelor pe timpul noptii, prin racirea eluatelor pe instrumentul
timpul noptii 0lAsymphony SP. In timpul perioadelor indelungate de racire, volumele de eluat se

pot modifica, in functie de temperatura si umiditatea din laborator. De exemplu,
daca volumul selectat a fost de 60 pl la 15-25 °C si o umiditate de 30-60 %, volumul
se poate incadrain intervalul 50-85 pl dupa 12 ore de pastrare pe instrument.

Crioprecipitate dupa decongelarea probelor plasmatice

a) in plasma se formeaza Pentru a evita formarea crioprecipitatelor, plasma poate fi decongelat& la 30 °C
crioprecipitate timp de 30 de minute si nu la temperatura camerei. Nu decongelati la temperaturi
mai scazute (de ex., 4 °C). Vortexati eprubeta timp de 30 secunde dupa
decongelare

b) Randament ccfDNA din Nu centrifugati plasma pentru eliminarea crioprecipitatelor, deoarece acestea pot
plasma scazut, dupa contine ccfDNA.
eliminarea

crioprecipitatelor

Volum insuficient de plasma din eprubetele PAXgene Blood ccfDNA Tube

a) Mai putin de 10 ml de Asigurati-va ca ati recoltat 10 ml de sdnge in PAXgene Blood ccfDNA Tube.
sange recoltatin Consultati instructiunile de utilizare ale PAXgene Blood ccfDNA Tube.
PAXgene Blood ccfDNA
Tube

b)  Fractiune celulara Nivelul ridicat al fractiunii celulare (hematocrit)in sdngele integral uman (de ex.,
ridicata peste 51 % la barbati sau 47 % la femei) poate genera volume scazute de plasma.

c) Randament scazut al Timpii mai mari de depozitare si transport al sangelui sau conditiile de centrifugare
plasmei dupa diferite de cele specificate pot avea un impact asupra randamentelor obtinute din
centrifugare plasma.
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Comentarii si sugestii

Precipitat in compartimentul cartusului cu reactivi (reagent cartridge, RC) deschis din QlAsymphony
PAXgene Blood ccfDNA Kit

a) Evaporarea solutiei Evaporarea excesiva poate duce la cresterea concentratiei sarurilor din solutiile
tampon tampon. Aruncati cartusul cu reactivi(reagent cartridge, RC). Atunci cand nu se
utilizeaza pentru purificare, asigurati-va ca sigilati compartimentele cu solutii
tampon ale unui cartus cu reactivi(reagent cartridge, RC) partial folosit cu benzile
de sigilare pentru reutilizare.

b) Depozitarea cartusuluicu  Depozitarea cartusului cu reactivi(reagent cartridge, RC) la temperaturi mai mici
reactivi(reagent de 15 °C poate determina formarea de precipitate.
cartridge, RC)

Randament scazut al ADN-ului liber circulant

a) Particulele magneticenu  Inainte de inceperea procedurii, asigurati-va c& particulele magnetice sunt

au fost resuspendate complet resuspendate. Agitati in agitatorul vortex timp de cel putin 3 minute
complet inainte de utilizare. Resuspensia incompleta poate genera erori de pipetare.

b) infundarea varfului Materialele insolubile nu au fost extrase din proba inainte de aincepe procedura de
pipetei din cauza purificare pe instrumentul QlAsymphony SP.

materialelor insolubile

c) Materialul de proba Din cauza cantitatilor reduse de ccfDNAin probele de plasma, masurarea
contine o concentratie concentratiei de ccfDNA poate fi o provocare, in functie de metoda de cuantificare
scazuta de ccfDNA folosita.

Se recomanda utilizarea qPCR cu sensibilitate ridicata pentru verificarea
concentratiei de ccfDNA din eluate.

d) Resigilareaincompleta a Schimbul cu aerul inconjurator poate determina stabilitatea redusa a solutiilor
cartusului cu reactivi tampon, ceea ce duce la o eficienta redusé a extragerii ccfDNA cu un cartus cu
(reagent cartridge, RC) reactivi(reagent cartridge, RC) partial folosit. Atunci cand nu se utilizeaza pentru

purificare, asigurati-va ca sigilati cu atentie compartimentele cu solutii tampon ale
unui cartus cu reactivi(reagent cartridge, RC) partial folosit cu benzile de sigilare
pentru reutilizare.

Performanta ccfDNA redusa in aplicatiile din aval

a) Eluat concentrat prin Nu concentrati eluatul prin centrifugare in vid (de ex., intr-un SpeedVac® sau un
centrifugarein vid instrument similar). Aceasta actiune poate genera degradarea, din cauza
temperaturilor ridicate si a sarurilor concentrate din eluat, care pot interfera cu
aplicatiile din aval.

b) Transferul bilelor in general, particulele magnetice nu sunt transferate in eluate. Daca transferul are
loc, particulele magnetice din eluate nu vor afecta cele mai multe aplicatii din aval.
Daca sunt necesare parti mari de eluate pentru testele din aval specifice, eluatele
pot fi procesate si transferate intr-o eprubeta curata.
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Comentarii si sugestii

Transfer lipsa/incomplet al probelor

a) Esteincarcat un volum Daca este incarcat un volum mai mic decat cel specificat, exista un risc crescut de
incorect al probei pentru  semnalizare neclara a probei sau de esec al transferului probei (semnalizare
protocoalele standard nevalida).

incarcati volumul corect al probei, conform descrierii din Fisa de protocol si Lista
instrumentarului de laborator corespunzatoare.

b) Bule de aer si/sau spuma  Bulele de aer sau spuma in proba si/sau in eprubeta de introducere a probelor pot
in eprubeta pentru probe  avea ca rezultat o detectare incorectd a volumului de lichid si transferul incomplet
ulterior al probelor. Eliminati bulele de aer din eprubeta pentru probe.
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Simboluri

in instructiunile de utilizare sau pe ambalaj si pe etichete pot aparea urmatoarele
simboluri. Simbolurile suplimentare sunt explicate in Continutul kitului(pagina 9).

Contine reactivi suficienti pentru <N> testari

<

<N> Indica numarul total de testari IVD care pot fi efectuate

impreuna cu IVD.

Data de expirare

O

VI

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro

Marcaj CE. Acest produs indeplineste cerintele
Regulamentului european 2017/746 pentru dispozitive
medicale pentru diagnostic in vitro.

Numar catalog

Numar de lot

Numar de material (adica eticheta componentei)
Componente (adica lista de componente incluse)
Contine (continut)

Numar (adica fiole, flacoane)

a N ] I
JEEEERE =k

GTIN Numar de comercializare global articol

A
=

Rreprezinta revizuirea Instructiunilor de utilizare
(manual), iar n este numarul revizuirii
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PROTK

i> =k

=

Sodium azide

I 0
I
!

Limitari de temperatura

Producator

Consultati instructiunile de utilizare

Atentie

Proteinaza K

Numar de godeuri(adica godeurile cartusului cu reactivi
(reagent cartridge, RC))

Cartus cu reactivi

Azida de sodiu

Reprezentanta europeana autorizata, in conformitate cu
Regulamentul (UE) 2017/746
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Anexa: Cuantificarea ccfDNA

Din cauza concentratiilor foarte scazute de ccfDNA din materialele de proba, nu se
recomanda masurarea ADN-ului cu un spectrofotometru. Pentru determinarea
concentratiei de ccfDNA trebuie utilizat un test de cuantificare pe baza de
fluorescenta cu sensibilitate si precizie ridicate sau un test PCRin timp real.

Daca particulele magnetice trebuie eliminate, introduceti eprubeta care contine ADN
intr-un separator magnetic adecvat (de exemplu, QIAGEN 12-Tube Magnet, nr. cat.
36912), pana la separarea particulelor magnetice.

Daca ADN-ul se aflain microplaci, introduceti microplacaintr-un separator magnetic
adecvat (de exemplu, OIAGEN 96-Well Magnet Type A, nr. cat. 36915), pana la
separarea particulelor magnetice. Daca nu aveti laindemana un separator magnetic
adecvat, centrifugati eprubeta care contine ADN timp de 1 minut la turatie maxima
intr-o microcentrifugd, pentru transformarea in peleti a posibilelor particule
magnetice ramase.
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Informatii pentru comanda

Produs

PreAnalytiX

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

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

Cuprins

Include 2 cartuse cu reactivi(reagent cartridge, 768566
RC), eprubete de proteinaza K si accesorii
100 de eprubete: 16 x 100 mm, aditiv 1,5 ml, volum 768165

de sange recoltat 10 ml

QlAsymphony SP
instrument

Modul de preparare a probelor QlAsymphony; 1an 9001297

garantie pentru componente si manopera

Produse QIAGEN asociate

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

flacon 1x10 ml

Suport pentru cartuse cu reactivi(reagent
cartridge, RC) destinat utilizarii cu instrumentul
OlAsymphony SP

Adaptor pentru racire pentru eprubete de 2 ml cu 9020674
capace cu filet. Pentru utilizareain sertarul

.Eluate” (Eluat) al instrumentului QlAsymphony SP

Adaptor pentru racire pentru stative EMT. Pentru 9020730
utilizarea in sertarul ,Eluate” (Eluat) al

instrumentului QlAsymphony SP

Adaptor pentru racire pentru eprubete 9020731
Eppendorf’ LoBind Snap Cap Safe-Lock de 1,5 ml.
Pentru utilizarea in sertarul ,Eluate”(Eluat) al

instrumentului QlAsymphony SP

Cartuse pentru prepararea probelor, cu 8 godeuri, 997002
destinate utilizarii cu instrumentul

OlAsymphony SP
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8-Rod Covers (144) Invelisuri pentru 8 tije, destinate utilizarii cu
instrumentul QlAsymphony SP

Filter-Tips, 200 pL Varfuri cu filtru de unica folosinta, incarcate in

(1024) stative; (8 x 128). Destinate utilizarii cu QlAcube’ si
cu instrumentul QlAsymphony SP/AS

Filter-Tips, 1500 pL, Varfuri cu filtru de unica folosinta, incarcate in

Osym SP(1024) stative; (8 x 128). Destinate utilizarii cu

instrumentul QlAsymphony SP/AS

Tip Disposal Bags(15)  Pungi pentru aruncarea varfurilor, destinate
utilizarii cu instrumentul QlAsymphony SP

12-Tube Magnet Magnet pentru separarea particulelor magnetice
in eprubete 12 x 1,56 ml sau 2 ml

96-Well Magnet Magnet pentru separarea particulelor magnetice

Type A in godeurile placilor cu 96 de godeuri, 2 x

microplaci FB cu 96 de godeuri

Reuse Seal Set(20) Seturi de sigilare pentru reutilizare pentru
sigilarea cartuselor cu reactivi(reagent cartridge,
RC)QlAsymphony partial folosite

Elution Microtubes CL  Eprubete nesterile din polipropilena (capacitate

(24 % 986) maxima 0,85 ml, capacitate de stocare mai putin
de 0,7 ml, capacitate de elutie 0,4 ml); 2304 in
stative a cate 96; includ capace detasabile

Caps for Elution Capace pentru microeprubete de elutie (50 x 8)
Microtubes (50 x 8)

14 mL Falcon Tube Eprubeta din polistiren, cu capat rotund, de 17 x
100 mm, folosita ca suport de probe pentru
instrumentul QlAsymphony SP
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Istoricul modificarilor documentului

Editie Descriere

R1, mai 2021 Editie initiald

R2, mai 2022 S-a eliminat (CE-IVD)'in unele instante. S-a actualizat tabelul Continutul kitului. S-a inclus
www.PreAnalytiX.com cu privire la locurile in care pot fi gésite resursele asociate. S-ainlocuit
.specimene” cu ,specimene de sange”in sectiunea Informatii de siguranta. S-a modificat
JAruncati deseurile de probe si de test”in ,Aruncati materialele periculoase din punct de vedere

biologic si deseurile de kituri”in sectiunea Informatii de siguranta. S-au actualizat sectiunile ,A)

Prepararea plasmei din sdnge pentru protocoale standard” si ,B) Prepararea plasmei din sange

pentru manipularea eprubetelor primare pe instrumentul QlAsymphony SP”.

R3, februarie 2023  Adresa PreAnalytiX GmbH s-a schimbat din ,Feldbachstrasse”in ,Garstligweg 8". S-a actualizat
sectiunea ,Precautii”. Au fost adaugate informatii de urgentain sectiunea Informatii de
siguranta A fost corectat numarul de catalog al Proteinase K (proteinaza K)(100 ml) din
sectiunea Informatii pentru comanda. S-au facut modificari de configuratie si editare.
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Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a raspunderii
specifice produselor, consultati ghidul sau manualul de utilizare al kitului PreAnalytiX® sau

QIAGEN?® respectiv. Ghidurile si manualele de utilizare ale kiturilor PreAnalytiX si QIAGEN
sunt disponibile la adresa www.giagen.com sau pot fi solicitate de la Serviciile tehnice
QIAGEN sau distribuitorul dvs. local.

N .
Explorati mai multe la: www.PreAnalytiX.com t&. PI’CAnaly‘l'lX

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

Pentru comenzi www.giagen.com/shop | Suport tehnic www.support.giagen.com | Site web www.qgiagen.com
sau www.preanalytix.com
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