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MagNA Pure 24 Total NA
Isolation Kit

[lii Wersja 06

Wstepnie napetnione odczynniki przeznaczone do uzytku z aparatem

MagNA Pure 24 (nr kat. 07 290 519 001) do izolowania genomowego DNA oraz

wirusowych kwasow nukleinowych z objetosci do 1000 pl krwi petnej, osocza lub
surowicy, do 5 mg tkanek $wiezo mrozonych, z do 6 mm? tkanek utrwalonych w

formalinie i zatopionych w parafinie, lub zdo 1 x 10° komdrek z hodowli komér-
kowych oraz izolowania kwaséw nukleinowych bakterii, grzybdow i wiruséw z pro-
bek pochodzenia ludzkiego o objetosci do 1000 pl lub ludzkich wolno krazgcych

kwaséw nukleinowych z prébek osocza o objetosci do 4000 pl.

07 658 036 001 Zestaw na maks. 96 izolacji (200 pl)

/Hf Przechowywaé w temperaturze od +15 do +25°C

A Chronié zestaw przed $wiatfem.
A Chroni¢ zestaw przed magnesami.
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PRZEZNACZENIE

1. PRZEZNACZENIE

System MagNA Pure 24 System jest automatycznym systemem oczyszczania
kwaséw nukleinowych, skiadajgcym sie z aparatu MagNA Pure 24, oprogra-
mowania, pojemnikéw i odczynnikéw. System MagNA Pure 24 System jest
przeznaczony dla profesjonalnych uzytkownikéw i stuzy do oczyszczania kwa-
séw nukleinowych z prébek biologicznych na potrzeby diagnostyki in vitro.
Zestaw MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit jest przeznaczony do stosowa-
nia z systemem MagNA Pure 24.

2. PODSUMOWANIE | WYJASNIENIE ZESTAWU

Zestaw MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit jest przeznaczony do izolowania
kwaséw nukleinowych (NA, Nucleic Acid) z réznych materiatdw prébek oraz
réznych objetosci prébek zgodnie z informacjami przedstawionymi w ponizszej

tabeli.
Materiat docelowy Materiat prébki
Genomowe DNA = 200, 500 lub 1000 pl krwi petnej
= do 1 x 10% komdrek z hodowli komérko-
wych
= do 5 mg tkanek $wiezo mrozonych
= do 6 mm? tkanek utrwalonych w formalinie
i zatopionych w parafinie (FFPET)
Kwasy nukleinowe bakterii, 200, 500 lub 1000 pl osocza, surowicy, krwi
grzybow lub wiruséw petnej, poptuczyn oskrzelowo-pecherzyko-

wych (BAL), wymazdéw z jamy nosowej/cze-
$ci nosowej gardta, katu i moczu.

Ludzkie wolno krazace kwasy 2000 lub 4000 pl osocza
nukleinowe

Wyizolowane i oczyszczone kwasy nukleinowe spetniaja normy jakosci wyma-
gane przy ilosciowej analizie PCR/RT-PCR o wysokiej czuto$ci oraz sekwencjo-
nowania nastepnej generacji.

www.diagnostics.roche.com 3
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ZASADA PROCEDURY

3.

ZASADA PROCEDURY

W procedurze izolowania kwasu nukleinowego wykorzystuje sie sprawdzong
technologie magnetycznych szklanych czastek MagNA Pure (MGP, Magnetic
Glass Particle).

Gtéwne etapy tej procedury izolowania sg nastepujace:

1. Materiat prébki jest lizowany, uwalniane sa kwasy nukleinowe, a nukleazy
sg denaturowane.

2. Dzieki dziataniu $rodowiska soli chaotropowych i wysokiej sile jonowej
bufora lizujgco-wigzacego, kwasy nukleinowe przywieraja do powierzchni
krzemionki dodatku z MGP.

3. MGP ze zwigzanymi kwasami nukleinowymi sg magnetycznie oddzielane od
reszty zlizowanej probki.

4. Uwolnione substancije, takie jak biatka, szczatki komdrek i inhibitory PCR, sg
usuwane przez kilkakrotne ptukanie.

5. Oczyszczone kwasy nukleinowe sg wymywane z MGP.

www.diagnostics.roche.com
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ODCZYNNIKI

4. ODCZYNNIKI

Zestaw umozliwia przeprowadzenie do 96 izolacji w zaleznos$ci od objgtosci

przetwarzanej prébki.

4.1 Liczba izolacji

Liczba izolacji

Materiat prébki

3 x 32 izolacje

Mata objetos¢:

Do 200 pl osocza, surowicy, krwi petnej, poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych (BAL), wymazéw z
jamy nosowej/czesci nosowej gardta, katu, moczu,
do 5 x 10° komodrek z hodowli komdrkowej i do

5 mg tkanek $wiezo mrozonych.

3 x 24 izolacje

Duza objetosc:

500 lub 1000 pl osocza, surowicy, krwi petnej,
poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL),
wymazow z jamy nosowej/czesci nosowej gardta,
katu, moczu i do 1 x 108 komaérek z hodowli komor-
kowe;j.

Do 6 mm? tkanek utrwalonych w formalinie i zato-
pionych w parafinie (FFPET), co odpowiada 6
skrawkom FFPET o grubosci 4 lub 5 pm.

3 x 24 izolacje

Bardzo duza objetos¢:

2000 lub 4000 pl osocza

@ Do przetwarzania prébek o bardzo duzej objeto-
$ci wymagane sg dodatkowe odczynniki.

4.2 Materialy dostarczone

Zestaw skiada sie z 3 kaset z odczynnikami (kazda z 6 pojemnikami na
odczynniki) i 12 probéwek MGP. Wszystkie elementy zestawu sg gotowe do

uzycia.

3 kasety Zawartosé/funkcja Skiad

z odczynnikami

Pojemnik na = Bufor ptuczacy | 70 ml

odczynnik 1 = Usuwanie zanieczysz- Chlorowodorek guanidyny,
czen. etanol, Tris-HCI

Pojemnik na * Proteinaza K 12 ml

odczynnik 2 = Trawienie biafek. Proteinaza K, glicerol

www.diagnostics.roche.com
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ODCZYNNIKI

Pojemnik na = Bufor lizujgcy

30 ml

odczynnik 3 * Do lizowania komdrek/ Tiocyjanian guanidyny, poli-

patogendw i wigzania

kwaséw nukleinowych.

dokanol, Tris-HCI

Pojemnik na = Bufor ptuczacy Il 34 ml

odczynnik 4 = Usuwanie zanieczysz- Etanol, octan sodu
czen.

Pojemnik na = Bufor do elucji 15 ml

odczynnik 5 = Elucja kwaséw nukle- Tris-HCI
inowych.

Pojemnik na = Bufor ptuczacy lll 60 ml

odczynnik 6 = Usuwanie zanieczysz- Octan sodu
czen.

12 probdéwek = Magnetyczne szklane 1,8 ml

MGP czgstki Magnetyczne szklane

= Wigzanie kwaséw czastki, izopropanol

nukleinowych.

A Nie wyjmowaé poszczegdlnych pojemnikéw na odczynniki z kaset na
odczynniki. Informacje na temat symboli i ostrzezen dotyczacych bezpie-
czenstwa opisano w odpowiedniej karcie charakterystyki bezpieczenstwa

(SDS).

Rys. 1: Przykiadowa ilustracja produktu - Kaseta na odczynniki z

pojemnikami na odczynniki 1 do 6.
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WYMAGANIA DOTYCZACE SRODKOW OSTROZNOSCI | UZYTKOWANIA

5. WYMAGANIA DOTYCZACE SRODKOW OSTROZNOSCI
1 UZYTKOWANIA

5.1 Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Ze wszystkimi materiatami pochodzenia ludzkiego oraz wszystkimi uzyskiwa-
nymi odpadami nalezy obchodzi¢ sie tak jak z materiatem zakaznym, stosu-
jac procedury dobrej praktyki laboratoryjnej, takie jak ~okre$lone
w dokumentach Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
oraz CLSI Document M29-A4" 2,

Procedury opisane w niniejszej instrukcji stosowania powinien wykonywac
wytacznie personel biegly w pracy z materiatami zakaznymi oraz w uzywaniu
systemu MagNA Pure 24.

Ze wzgledu na to, ze patogeny w prébkach mogg mie¢ rézng czuto$c i
miano, operator musi optymalnie inaktywowac¢ patogeny i stosowaé¢ odpo-
wiednie $rodki ostroznosci, przewidziane w lokalnych przepisach bezpie-
czenstwa.

Nalezy Scisle przestrzega¢ podanych procedur i wytycznych, aby zagwaran-
towaé prawidtowe izolowanie i oczyszczanie kwaséw nukleinowych. Wszel-
kie odchylenia od procedur i wytycznych mogg mie¢ wplyw na optymalng
skuteczno$¢ oczyszczania.

Nalezy uzywa¢ wytacznie odczynnikéw zawartych w tym zestawie oraz bufo-
réw zalecanych w instrukcji stosowania. Zastgpienie odczynnikdw moze spo-
wodowac¢ wprowadzenie rybonukleaz.

W celu zagwarantowania optymalnej wydajnosci w zakresie izolowania i
oczyszczania kwasow nukleinowych nalezy stosowac wytacznie dostarczone
lub wymienione potrzebne materialy eksploatacyjne.

5.2  Uzytkowanie odczynnikéw

Kilka buforéw zawartych w zestawie MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit
zawiera niebezpieczne substancje. Nie wolno dopusci¢ do kontaktu odczyn-
nikéw ze skorg, oczami lub btonami $luzowymi. W razie kontaktu skazone
miejsce natychmiast przeptukac duza iloscig wody. W razie rozlania odczyn-
nikow najpierw nalezy je rozcienczy¢ woda, a nastepnie wytrzec.
Nie pozwdl, by odczynniki zawierajace tiocy{?nek guanidyny weszty w kon-
takt z podchlorynem sodu (bufor lizujacy) lub z jakimkolwiek kwasem. Mie-
szaniny te mogg wytwarzac silnie toksyczny gaz. Pamietanie o tym $rodku
ostroznosci iest szczegdlnie wazne podczas czyszczenia adaptera stacji pro-
cesowej, wktadki $ciekowej, pojemnika na zuzyte koricéwki i statywu na kon-
cowki do odczynnikéw. Dalsze informacije dotyczace czynno$ci czyszczenia i
konserwacji sg dostepne w Asystencie Uzytkownika systemu
MagNA Pure 24.
Przed uzyciem nalezy oceni¢ wzrokowo kazdg kasete z odczynnikami, aby
upewni¢ sig, ze nie ma zadnych oznak wyciekéw. W razie wystgpienia
cieku nie wolno uzywacé tego materiatu do izolowania i oczyszczania kwa-
sow nukleinowych.
Unika¢ skazenia mikrobiologicznego i nukleazowego odczynnikéw po ich
otwarciu.
Natychmiast po uzyciu nalezy zamkna¢ wszystkie butelki z odczynnikami
odpowiednimi zakretkami, aby méc wykorzystaé je pézniej w tym samym
aparacie, a nastepnie umiescic je w magazynie zgodnie z instrukcja uzycia.
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WYMAGANIA DOTYCZACE SRODKOW OSTROZNOSCI | UZYTKOWANIA

5.3  Dobra praktyka laboratoryjna

Stosowa¢ jednorazowe rekawiczki ochronne, fartuchy laboratoryjne i
ochrone oczu podczas pracy z prébkami i odczynnikami. W celu uniknigcia
kontaminacji nalezy zmienia¢ rekawiczki pomiedzy obchodzeniem sie
z prébkami i odczynnikami.

Jezeli w trakcie obchodzenia sie z prébkami i ich przygotowywania nie sto-
suje sie odpowiedniej kontroli zanieczyszczenia miedzy prébkami, moze
doj$¢ do wystagpienia fatszywie dodatnich wynikdw.

Nie jes¢, nie pi¢ ani nie pali¢ w obszarach roboczych laboratorium.

Nie wolno pipetowa¢ przez usta.

Nalezy doktadnie umy¢ rece po zakorczeniu pracy z prébkami i odczynni-
kami, a takze po zdjeciu rekawic.

Odczynniki i pojemniki reakcyjne skazone rybonukleazami spowodujg rozkfad
matrycowego RNA. Dla zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia nalezy sto-
sowac ponizsze wytyczne:

Nie dotykac¢ powierzchni lub materiatéw, ktére mogg spowodowaé przeno-
szenie rybonukleaz.

Koncéwki pipet wyrzucaé do hermetycznych pojemnikéw, aby unikngé ska-
Zenia drogg powietrzna.

Obszary robocze i przyrzady (w tym pipety) nalezy my¢, dezynfekowac i
dekontaminowac¢ dostepnymi w handlu odpowiednimi odczynnikami.
Uzywac obszaru roboczego specjalnie przeznaczonego do prac zwigzanych z
RNA. W miare mozliwosci stosowa¢ pojemniki reakcyjne i pipetory przezna-
czone tylko do prac z matrycowym RNA.

Jezeli doszto do wycieku w obrebie aparatu, nalezy wykonaé instrukcje doty-

czace czyszczenia zawarte w Asystencie Uzytkownika systemu
MagNA Pure 24.

5.4 Postepowanie z odpadami

Karty charakterystyki bezpieczeristwa (SDS, Safety Data Sheet) sq dostepne
w Internecie, na stronie

www.dialog.roche.com lub na zadanie, w lokalnym biurze firmy Roche.
Wszystkie materiaty, ktére przypadkowo weszty w kontakt z prébkami i
odczynnikami, nalezy usuwaé zgodnie z przepisami krajowymi, stanowymi i
lokalnymi.

Podczas usuwania prébek i odczynnikéw zestawu nalezy stosowaé jednora-
zowe rekawiczki ochronne, fartuchy laboratoryjne i ochrone oczu.
Odczynniki usuwac¢ z pojemnikéw zgodnie z ponizszg procedura:

1. Przebij folie w rogu jednego pojemnika na odczynniki w kasecie na
odczynniki, uzywajac sztywnego, plastikowego materiatu zuzywalnego,
takiego jak pipeta serologiczna.

2. Odchyl folie i przelej ptyn do wyznaczonego pojemnika na odpady.

3. Powtarzaj czynno$ci z punktéw 1 i 2 az do opréznienia wszystkich
pojemnikdw.

www.diagnostics.roche.com
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PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC
6. PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

6.1 Zestaw i odczynniki

= Zestaw jest wysytany w temperaturze pokojowe;j.
= Zestaw nalezy chroni¢ przed $wiattem i trzymac z dala od magneséw.

Kasety z odczynnikami

= Nieotwarta kaseta na odczynniki przechowywana w temperaturze od +15 do

+25°C zachowuije stabilno$¢ do daty waznosci nadrukowanej na etykiecie.

= Stabilno$¢ na pokiadzie aparatu: kasety na odczynniki mozna uzywaé przez

okres do 12 godzin w temperaturze od +15 do +25°C na pokfadzie aparatu
po pierwszym przebiciu.

= Jedna kasete na odczynniki mozna uzywaé przy maksymalnie 6 indywidual-

nych przebiegach w tym samym aparacie w ciggu 28 dni. W celu przechowy-
wania nalezy zamknaé kasety na odczynniki folig uszczelniajaca
MagNA Pure Sealing Foil. Ponownie zamkniete kasety na odczynniki nalezy
przechowywaé w pozycji pionowej w temperaturze od +2 do +8°C. Przed
dalszym uzyciem kasety na odczynniki nalezy umiesci¢ na 60 minut w tem-
peraturze od +15 do +25°C.

A Czesciowo wykorzystane kasety na odczynniki mozna ponownie wykorzy-
stywaé tylko w tym samym aparacie. Oprogramowanie kazdego aparatu
prowadzi inwentaryzacje materiatdw przy uzyciu koddéw kreskowych
odczynnikéw i rozpoznaje czesSciowo zuzyte kasety na odczynniki, odpo-
wiednio je obstugujgc w nastepnym przebiegu.

A Jezeli kasety na odczynniki nie zostang prawidtowo zamkniete lub beda
magazynowane dtuzej niz 28 dni, parowanie moze negatywnie wptywac na
wydajnos$¢ procesu izolowania i oczyszczania.

A Przy magazynowaniu lub przenoszeniu wczesniej otwartych kaset na
odczynniki nalezy uwazac, aby ich nie przechyli¢, co mogtoby spowodo-
wac wyciek ich zawartosci.

Probowki MGP

= Probéwki MGP przechowywane w temperaturze od +15 do +25°C zacho-
wujg stabilno$¢ do daty waznosci nadrukowanej na etykiecie. Probéwki MIGP
stuzg tylko do jednorazowego uzytku.

* Po doktadnym wymieszaniu zawarto$ci probéwki MGP mozna przechowy-
wac otwarte na poktfadzie aparatu przez okres do 1 godziny przed rozpoczg-
ciem przebiegu.
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PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

6.2

6.3

Pobieranie prébek i przechowywanie materiatu probki

Aby zapewni¢ czute wykrywanie kwaséw nukleinowych, wazne jest dopilno-
wanie prawidtowego przechowywania prébek. Podwyzszona temperatura ma
wp’fyw na stabilno$¢ prébek. Rozmraza¢ zamrozone prébki przy lekkim mie-
szaniu, np. przy uzyciu laboratoryjnej wytrzasarki rolkowe;.

A Konieczne jest zwalidowanie warunkéw przechowywania (%, temperatura,
czas) konkretnego materiatu probki w odniesieniu do indywidualnych
parametréw IVD.

A Materiatu prébki nie przechowywaé w zamknigtych kartridzach proceso-
wych.

A Nie uzywac osocza ani krwi z heparyna, gdyz moze to negatywnie wplynaé
na efektywno$¢ dalszych procedur.

Przechowywanie oczyszczonych kwaséw nukleinowych i eluatéow

Aby uzyska¢ optymalne wyniki pomiaréw, nalezy natychmiast przej$¢ do
wykonywania dalszych procedur.
A Nie przechowywac eluatéw na poktadzie aparatu.

A Konieczne jest zwalidowanie warunkéw przechowywania (¢, temperatura,
czas) eluatéw w odniesieniu do indywidualnych parametréw IVD.

A W przypadku przechowywania eluatéw w paskach 8 probdéwek nalezy
uwazaé przy wyjmowaniu paskéw 8 wieczek, aby unikng¢ kontaminacji
krzyzowej. Z tego samego powodu, jezeli konieczne jest ponowne
zamkniecie paskéw 8 probdwek, nalezy zawsze uzy¢ nowego paska 8 wie-
czek.

Jezeli eluaty przechowywano zamrozone, nalezy je delikatnie wymieszaé¢ po
rozmrozeniu, pipetujac w goére i w dét dziesie¢ razy przed wykonaniem jakich-
kolwiek dalszych krokéw, np. PCR/RT-PCR lub pomiaréw OD. Objeto$¢ mie-
szania powinna wynosi¢ co najmniej potowe objetosci eluatu. Jezeli kwasy
nukleinowe nie zostang wstepnie wymieszane i réwnomiernie/jednorodnie
rozprowadzone w roztworze, wyniki w dalszych zastosowaniach moga nie by¢
powtarzalne.

10
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7. MATERIALY

71 Wymagane, lecz niedostarczane materialy i urzadzenia

Materiat Deskryptor Numer katalogowy
MagNA Pure 24 Instrument  aparat 07 290 519 001
MagNA Pure 24 Processing  kartridz procesowy 07 345 577 001
Cartridge
MagNA Pure 24 Processing  statywy na koficéwki 07 345 585 001
Tip Park / Piercing Tool procesowe / przebijak
MagNA Pure 24 Piercing Tool przebijak 07 534 205 001
MagNA Pure Tip 1,000 pL koncéwka pipety 06 241 620 001
1000 pl
MagNA Pure Tip Waste Tray  taca na zuzyte kon- 08 185 492 001
cowki
MagNA Pure Tube 2.0 mL probéwka 2,0 ml 07 857 551 001
MagNA Pure Sealing Foil folia uszczelniajgca 06 241 638 001
FrameStrip® with flat pasek 8 probowek 07 345 593 001
caps-Low Profile (niskie)
pasek 8 wieczek
FrameStrip® with flat pasek 8 probéwek 07 652 275 001
caps-High Profile (wysokie)

pasek 8 wieczek

= Standardowy sprzet laboratoryjny: Pipety i wolne od nukleaz koricéwki pipet
blokujace powstawanie aerozoli.
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7.2  Materialy opcjonalne

Materiat Przeznaczenie JITIE?

katalogowy
Zestaw MagNA Pure Dla dodatkowych izolacji kwa- 07 806 361 001
24 MGP Set s6w nukleinowych z prébek o

matej, duzej i bardzo duzej obje-
tosci.

Zestaw buforéw

MagNA Pure cfNA

Buffer Set

Do izolowania wolno krazacych
kwasdéw nukleinowych z prébek
osocza.

07 794 398 001

Zewnetrzny bufor

lizujacy bakterie

MagNA Pure Exter-

nal Lysis Buffer

Do protokotéw zewnetrznej lizy.

06 374 913 001

Bufor lizujgcy bakte-

rie MagNA Pure

Do izolowania kwaséw nukleino-

wych bakterii, grzybdw i wiruséw.

06 374 921 001

Bacterial Lysis Buffer

Bufor lizujgcy tkanki Do izolowania kwaséw nukleino- 06 640 702 001

MagNA Pure DNA
Tissue Lysis Buffer nych.

wych z prébek $wiezo mrozo-

Zestaw buforéw

MagNA Pure FFPET

Buffer Set

Do odparafinowania i lizy tkanek
utrwalonych w formalinie i zato-
pionych w parafinie.

08 447 144 001

Proteinaza K,

Do rozkfadu biatek

03 115 828 001

klasa PCR, aktywno$é
(+37°C) 2 0,6 U/l

03 115 844 001

Bufor ST.AR. (Stool Do stabilizacji, transportu i odzy- 03 335 208 001

Transport and
Recovery Buffer, do
transportu i odzyski-
wania)

skiwania kwaséw nukleinowych
w prébkach katu.

Aparat MagNA Lyser Do homogenizowania tkanek.

03 358 968 001
dla nr ser.
40467540

03 358 976 001
dla nr ser.
40405218

Kulki MagNA Lyser
Green Beads

Do homogenizowania tkanek.

03 358 941 001

= Roztwdr soli fizjologicznej buforowany fosforanami (PBS, Phosphate Buffered
Saline) do rozcienczania materiatu prébki oraz czynno$ci wstepnych

dotyczacych prébki.
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8. PROCEDURY

8.1 Protokoly oczyszczania

Kwasy nukleinowe mozna izolowa¢ przy uzyciu réznych protokotéw zoptymali-
zowanych pod katem danego materiatu prébki.

Wybrany protokét mozna wykonywac¢ wytacznie z okre$lonymi materiatami
probek. Izolowanie kwaséw nukleinowych z prébek innego typu moze skutko-
wac niewystarczajgcg wydajnoscia. Niewtasciwe uzycie moze prowadzi¢ do
aglutynacji i utraty MGP, krzyzowego skazenia prébek, a nawet uszkodzenia
aparatu. Rézne materialy prébek mozna taczy¢é w tym samym przebiegu
wytacznie, jezeli tak podano w instrukcji. Nalezy zawsze przestrzega¢ zaleca-
nych procedur obrébki wstepne;.

Element . oy Objetosé elucji
Nazwa protokotu docelowy Materiat probki® [pl:jlg )
Protokoly dla prébek o matej objetosci
Pathogen 200% Kwasy 200 pl osocza, suro- 50, 100.
nukleinowe wicy, krwi petne;j,
bakterii, poptuczyn oskrze-
grzybow i lowo-pecherzykowych
wiruséw (BAL), wymazdéw z jamy
nosowej/czesci noso-
wej gardta, katu i
moczu. Jezeli objetosé
prébki jest mniejsza niz
200 pl, rozcienczy¢ przy
uzyciu roztworu PBS.
Fast Kwasy 200 pl osocza, suro- 50, 100.
Pathogen 2002 %  nukleinowe wicy, krwi petnej,
bakterii, poptuczyn oskrze-
grzybdéw i lowo-pecherzykowych
wiruséw (BAL), wymazdéw z jamy
nosowej/czesci noso-
wej gardta, katu i
moczu. Jezeli objetos¢
prébki jest mniejsza niz
200 pl, rozcienczy¢ przy
uzyciu roztworu PBS.
www.diagnostics.roche.com 13
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Nazwa protokoiu 5?;::::4, Materiat probki® El?i%tosc elucji
External Lysis Path- Kwasy 450 pl lizatu 50, 100.
ogen 200 nukleinowe z 200 pl krwi petne;j,

bakterii, surowicy, osocza. Jezeli

grzybow i objeto$¢ prébki jest

wiruséw mniejsza niz
200 pl, rozcienczy¢ przy
uzyciu roztworu PBS.

hgDNA 200 Genomowe 200 pl krwi pefnej 50, 100.

DNA (2 x 108 krwinek bia-
tych), do 5 x 10° komo-
rek z hodowli
komérkowych,
do 5 mg tkanek $wiezo
mrozonych.

Jezeli objetosé prébki
jest mniejsza niz 200 pl,
rozcienczy¢ przy uzy-
ciu roztworu PBS.
hgDNA ds 200 Genomowe 200 pl krwi pefnej 50, 100.

DNA (2 x 108 krwinek bia- i
tych), do 5 x 10° komé- o Eﬁ,zgﬁf_a
rek z hodowli cane, jezeli
komarkowych Jezeli wymagane
objgtpéé prpbki jest jest uzyska-
mniejsza niz hie
200 pl, rozcienczy¢ przy dwunicio-
uzyciu roztworu PBS. wego DNA.

Fast hgDNA 2002  Genomowe 200 pl krwi petnej 50, 100.

DNA

(2 x 10° krwinek bia-
tych), do 5 x 10% komo-
rek z hodowli
komérkowych

Jezeli objetos¢ prébki
jest mniejsza niz 200 pl,
rozcienczy¢ przy uzy-
ciu roztworu PBS.
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Element . oy Objetosé elucji
Nazwa protokoiu docelowy Materiat probki® [p[jlg) )
Protokot dla probek wycinkéw FFPET
DNA FFPET 1000 Genomowe Do 6 skrawkéw FFPET 50, 100.
DNA (o grubosci kazdy 4 lub
5 pum)
Protokoly dla probek o duzej objetosci
Pathogen 10003 Kwasy 500 lub 1000 pl osocza, 50, 100.
nukleinowe surowicy, krwi petne;j,
bakterii, poptuczyn oskrze-
grzybow i lowo-pecherzykowych
wiruséw (BAL), wymazéw z jamy
nosowej/czesci noso-
wej gardta, katu i
moczu.
External Lysis Path- Kwasy 1 450 pl lizatu 50, 100.
ogen 500 nukleinowe z 500 pl krwi petnej,
bakterii, surowicy, osocza. Jezeli
grzybdéw i objetos¢ prébki jest
wiruséow mniejsza niz
500 pl, rozcienczy¢ przy
uzyciu roztworu PBS.
hgDNA 1000 gﬁlrll&)mowe ?00 pl ker\l/(w pe’mlizjb 100, 200.
5 x 10° krwinek bia-
iyoh) lub 1000 pl kwi @ADL
petnej (1 x 107 krwinek wysoka
biatych), do 1 x 108 wydajnosé
komorek z hodowli lub w przy-
komérkowych. padku sto-
sowania
komorek z
hodowli
komdrko-
wych o
wysokiej
zawartosci
DNA,
wykonac
elucje
w 200 pl.
www.diagnostics.roche.com 15

MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit

(13 Wersja 06, PL


http://www.diagnostics.roche.com

PROCEDURY

Element . oy Objetosé elucji
Nazwa protokotu docelowy Materiat probki® [l
Protokoly dla prébek o bardzo duzej objetosci
cfNA ss 2000 Wolno krg- 2000 pl osocza® 50, 100.
zgce kwasy
nukleinowe,
gtéwnie
jednoni-
ciowe
DNA.
cfNA ss 4000 Wolno krg- 4000 pl osocza® 50, 100.
zgce kwasy
nukleinowe,
gtéwnie
Jednoni-
ciowe
DNA.
cfNA ds 2000 Wolno krg- 2000 pl osocza® 100, 150, 200
zace kwasy Do elucji gtow-
n{u,klel_nowe, nie
éwnie .
oy dwuniciowego
Dvlgllg?lmowe DNA.
cfNA ds 4000 Wolno krg- 4000 pl osocza® 100, 150, 200
zace kwasy @ Do elugji
nukleinowe, gtéwnie
gtéwnie dwunicio-
dwuniciowe wego DNA.
DNA.
cfNA ds 4000 hp Wolno kra- 4000 pl osocza® 60, 150.
zace kwasy ® Do elucji
nukleinowe, gtéwnie
gtéwnie dwunicio-
dwuniciowe wego DNA.
DNA. Rozwigza-
nie zale-
cane w
sytuaciji,
gdy wyma-
gana jest
wyzsza
wydajnosé,
np. w
odniesie-
niu do uzy-
sku i/lub
czystosci.
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D0bjetos¢ probki/lizatu pipetowana recznie do Kartridzy procesowych musi doktadnie
odpowiadac objetosci prébki okreslonej w globalnych ustawieniach przebiegéw.

AStezenie kwasu nukleinowego w eluacie, a tym samym czuto$¢ w dalszych procedu-
rach, mozna zwigkszyé, wybierajac matg objetos$¢ eluatu. Tym niemniej efektywno$é
elucji i taczna ilo$¢ uzyskanego kwasu nukleinowego moga by¢ nizsze niz w wypadku
uzycia wiekszej objetosci elucyjne;j.

3) Protokoty dla patogendw stuzg do izolowania bakteryjnych, grzybiczych i wirusowych
kwaséw nukleinowych z réznych typéw prébek pochodzenia ludzkiego. Te protokoty
mozna stosowaé bezposrednio z wskazanymi objetosciami prébek lub wskazane obje-
tosci moga sktadacé sie z lizatu.

4 Osocze z probéwek do pobierania krwi Roche Cell-free DNA, K2-EDTA lub Streck Cell
Free DNA BCT. Wstepna obrébka za pomoca zestawu buforéw MagNA Pure cfNA
Buffer Set jest obowigzkowa.

% Szybkie protokoty (Fast) sg przeznaczone do izolowania kwaséw nukleinowych tylko z
8 prébek.

@ Do celéw usuwania usterek dostepny jest protokét Instrument Check. Wiecej infor-

macji na ten temat mozna uzyskac u przedstawiciela firmy Roche.

8.2 Materialy prébek i procedury obrébki wstepnej

I. Krew peina

Il. Osocze lub
surowica

11l Lizaty do
protokotéw
zewnetrznej lizy

W celu uzyskania optymalnych wynikéw w dalszych zastosowaniach, zwtasz-
cza gdy chodzi o testy RT-PCR realizowane w czasie rzeczywistym, na przyktad
przy uzyciu aparatéw LightCycler®, nie wolno przetwarzaé prébek o objetosci
wiekszej niz przewidziana dla wybranego protokotu oczyszczania. Uzycie za
duzych prébek moze negatywnie wplynaé na efektywnos$¢ procesu izolowania
i oczyszczania oraz moze prowadzi¢ do aglutynacji i utraty MGP, kontaminaciji
krzyzowej prébek, a nawet uszkodzenia aparatu.

Mozna uzywaé $wiezej lub mrozonej krwi petnej, bez przygotowania wstep-

nego. Dopilnowa¢ catkowitej homogenizacji materiatu prébki.

A Jezeli liczba krwinek biatych przekracza 1 x 107 komérek/ml, krew petng
nalezy przed uzyciem rozciericzy¢ PBS, aby unikna¢ aglutynacji MGP.

A Upewnic¢ sie, ze w prébkach krwi petnej pobranych na antykoagulant nie
ma skrzepow.

Mozna uzywac $wiezego lub mrozonego osocza bgdz surowicy bez przygoto-
wania wstepnego, z wyjatkiem protokotéw cfNA.

A W razie utworzenia sie osad6éw nalezy wykona¢ krétki krok odwirowywa-

nia przez 5 do 10 minut z sitg 1900 g. Ten krok odwirowania jest zalecany
w przypadku protokotéw cfNA. Jako prébki uzyé tylko supernatantu.

Krew petna, osocze lub surowica wymieszana z zewnetrznym odczynnikiem

lizujgcym MagNa Pure External Lysis Buffer.

® Przed uzyciem upewni¢ sig, ze bufor do lizy/wigzania ma temperature w
przedziale od +15 do +25°C.

Dodaé¢ 200 lub 500 pl krwi petnej, osocza lub surowicy do 250 lub 950 pl

buforu MagNA Pure External Lysis Buffer.

www.diagnostics.roche.com 17
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IV. Rézne
materialy prébek
i lizaty do
protokoidéw dla
patogendéw

Protokét External Lysis Pathogen External Lysis Pathogen

200 500
Prébka [pl] 200 500
Bufor do lizy/ 250 950
wigzania [pl]
taczna objetos¢ 450 1450
lizatu [pl]

Przenie$¢ catkowitg objetos¢ lizatu do kartridza procesowego.

Mozna przeprowadzi¢ lize patogendw w wielu réznych typach prébek pocho-

dzenia ludzkiego.

Ponizsze materialy prébek moga by¢ odpowiednie dla protokotéw Pathogen

200, Fast Pathogen 200 i Pathogen 1,000:

mocz, poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe (BAL), wymazy, kat, krew petna,

osocze, surowica i hodowle bakteryjne.

A Ze wzgledu na duzg réznorodno$¢ materiatéw prébek nie jest mozliwe
opracowanie jednej, uniwersalnej procedury. Przygotowanie wstepne p6t-
ptynnej probki (BAL, kat itp.) do izolacji kwaséw nukleinowych zalezy od
typu materiatu prébki, lepkosci prébki oraz typu i zawarto$ci czastek.

. Nalezy przeprowadzi¢ walidacje wszystkich materiatéw prébek stosowa-
nych razem z tg procedurg przygotowania prébek oraz wszelkimi dalszymi
etapami testéw kwaséw nukleinowych IVD w odniesieniu do indywidual-
nych parametréw IVD.

A Nie stosowat objetosci wejsciowej prébki 1000 pl w przypadku prébek o

bardzo wysokiej lepkosci i wysokiej zawartosci komarek, jak kat.

@ W zaleznosci od lepkosci prébki oraz typu i zawartosci czastek prébki

moga byé wykorzystywane bez czynnosci wstepnych.

Protokét lizowania z uzyciem bufora do lizowania bakterii MagNA
Pure Bacterial Lysis Buffer (BLB)

@®  Uplynnienie (opcjonalnie)
® Uplynnienie jest zalecane w przypadku materiatéw prébek o bardzo
wysokiej lepkosci i stanowi obowigzkowy krok przy izolowaniu
kwasoéw nukleinowych z prébek BAL.
* Przygotowac $wiezy roztwdr podstawowy DTT (ditriotreitolu)
(np. 5x stez. = 0,75%).
= Koricowe stezenie DTT w prébce wyregulowa¢ na 0,15%, dodajac
roztwor podstawowy DTT.
= Prébke inkubowaé, wytrzasajac ja w temperaturze +37°C, przez 30
minut, z predko$cig 850 obr./min, az da sig tatwo pipetowac.

18
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® Dodanie buforu do lizowania bakterii (BLB)
Przenie$¢ odpowiednig objetos¢ prébki do $wiezej probéwki 1,5 ml.

Protokot Pathogen 200 Pathogen 1000
Objetosc¢ prébki [pl] 100 250 500

®  Wstepnie zmiesza¢ odpowiednie objetosci BLB i proteinazy K:

Protokét Pathogen 200 Pathogen 1000
BLB [ul] 100 250 500
Proteinaza K [pl] 20 50 100
Mieszanina 120 300 600
BLB/PK [pl]

= Doda¢ te mieszaning do 1,5 ml probéwki zawierajgcej prébke i
doktadnie wymieszaé, uzywajac wytrzasarki typu worteks.

= Inkubowaé, wytrzasajac w temperaturze +65°C, przez 10 minut, z
predko$cig 450 obr./min.

@® Inkubacja w temperaturze +95°C (w przypadku trudnych mate-
rialéw prébek)
Aby inaktywowa¢ organizmy patogenne oraz poprawic¢ lizg¢ komérek w
przypadku niektdrych gatunkéw bakterii w trudnych materiatach pré-
bek, jak probki katu, probke nalezy inkubowaé w temperaturze +95°C.
Aby zapobiec wyciekom, nalezy uzywac¢ probdéwek z zakretkami.

= Inkubowaé prébki przez 10 minut w temperaturze +95°C.

@ W celu wyizolowania RNA nalezy pominaé krok inkubacji w tempe-
raturze +95°C, gdyz mogtoby to negatywnie wptynaé na integral-
nos$¢ RNA.

= Prébki schtodzi¢ w lodzie. Krétko odwirowaé w celu zebrania petnej

objetosci prébki na dnie probdwki.

®  Przenie$¢ wskazang objeto$¢ lizatu do kartridza procesowego.

Protokoét Pathogen 200 Pathogen 1000
Lizat przenoszony 200 500 1000
pipeta do kartridza pro-

cesowego [pl]
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Wstepne przygotowanie probek katu

@

Pobra¢ prébke katu o wielko$ci ziarnka grochu i przygotowac z niej

zawiesine w 550 pl PBS.

@ Aby nie doszto do zatkania koricéwek pipety czastkami statymi,
odwirowac¢ przez 5 s z sitg 500 x g.

@ W celu wyizolowania wirusowego RNA, do sporzadzenia zawiesiny
probek katu mozna tez uzy¢ mieszaniny buforéw PBS/STAR (stosu-
nek 1:1). Moze to pomdc ograniczy¢ ewentualng inhibicje podczas
dalszych procedur.

Przenlieéc’: odpowiednig objeto$¢ supernatantu do $wiezej probdéwki
1,5 ml

Protokot Pathogen 200 Pathogen 1000
Supernatant [pl] 100 250

Wstepnie zmiesza¢ odpowiednie objetosci BLB i proteinazy K:

Protokoét Pathogen 200 Pathogen 1000

BLB [ul] 100 250

Proteinaza K [pl] 20 50

Mieszanina 120 300
BLB/PK [pi]

* Doda¢ te mieszanine do 1,5 ml probéwki zawierajacej probke i doktad-
nie wymiesza¢, uzywajac wytrzasarki typu worteks.

Inkubowaé przez 10 minut w temperaturze +65°C, wytrzasajac z

predkoscia 850 obr./min, a nast%pnie przeprowadzi¢ 10-minutowa

inkubacje w temperaturze +95°C.

A W celu wyizolowania RNA nalezy pomingé krok inkubaciji w tem-
peraturze +95°C, gdyz mogtoby to negatywnie wptynaé na inte-
gralno$¢ RNA.

Przenies¢ wskazang objeto$¢ lizatu do kartridza procesowego.

Protokoét Pathogen 200 Pathogen 1000
Lizat przenoszony 200 500

pipeta do kartridza

procesowego [pl]
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Wstepne przygotowanie prébek wymazéw

@  Sporzadzi¢ zawiesine suchego wymazu w odpowiedniej objetosci
buforu BLB wstepnie wymieszanego z proteinaza K.

Protokét Pathogen 200 Pathogen 1000
BLB [pl] 200* 500* 1 000*
Proteinaza K [pl] 20 50 100
Mieszanina 220 550 1100
BLB/PK [pl]

*W przypadku wymazéw w podtozu transportowym nalezy uzy¢ potowy objetosci BLB, a
druga potowe ma stanowi¢ prébka w podtozu transportowym. Objeto$¢ korcowa
powinna pasowa¢ do objetosci podanej w tabeli. Wstepnie wymieszaé bufor BLB
wylacznie z catkowita objetoscia proteinazy K i doda¢ te mieszaning do prébki w pod-
fozu transportowym.

@  Scisnaé i wyjaé wymazéwke.
® Doktadnie wymiesza¢ przy pomocy wytrzasarki typu worteks. Inku-
bowaé ptynng prébke przez 10 minut w temperaturze +65°C, wytrza-
sajac z predkoscig 450 obr./min, a nastepnie przeprowadzic¢
10-minutowa inkubacje w temperaturze +95°C.
A W celu wyizolowania RNA nalezy pominaé krok inkubaciji w tem-
peraturze +95°C, gdyz mogtoby to negatywnie wptynaé na inte-
gralno$¢ RNA.

@ Prébki schtodzi¢ w lodzie. Krétko odwirowaé w celu zebrania petnej
objetosci prébki na dnie probéwki.

® Przenie$¢ wskazang objetos¢ lizatu do kartridza procesowego.

Protokét Pathogen 200 Pathogen 1000
Lizat przenoszony 200 500 lub 1000
pipeta do kartridza pro-

cesowego [pl]

V. Komoérki z Do izolowania kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem protokotéw hgDNA
hodowli 200 i hgDNA 1000 nalezy uzy¢ komdrek z hodowli komérkowej zawieszonych
w roztworze PBS.

@ W celu wyizolowania DNA z komdrek hodowanych w zawiesinie,
delikatnie odwirowac je przez 5 minut z sitg 300 x g. W razie
potrzeby osad komdrek wyptukaé za pomoca PBS.

(@ Osad komérek mozna magazynowac w temperaturze -15 do
-25°C przez kilka tygodni.
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® Usunaé podtoze hodowlane (lub PBS) i ponownie utworzy¢ zawie-
sine komdrek w zimnym roztworze PBS, pipetujac lub wstrzasajac
probéwke az do utworzenia zawiesiny przez osad komarek.

® Przenies¢ odpowiednig objeto$¢ zawiesiny do kartridza proceso-

wego.
A W przypadku protokotu hgDNA 200 nie uzywaé wiecej niz
5 x 10° komdrek/200 pl. W przypadku protokotu hgDNA 1000

nie uzywac wiecej niz 1 x 10° komérek. Odstepstwa od zalecen
mogaq skutkowac niewystarczajgcg wydajnoscia.

VI. Tkanka swiezo Do izolowania kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem protokotu hgDNA 200

mrozona nalezy uzy¢ do 5 mg homogenizowanej tkanki $wiezo mrozonej.

Homogenizacja tkanki przez wytrawianie proteinaza K

@®  Dodaé do 5 mg prébki tkanki do 1,5 ml probéwki.

@  Doda¢ do prébki tkanki 180 pl buforu MagNA Pure DNA Tissue Lysis
Buffer i 20 pl proteinazy K.

®  Inkubowaé w temperaturze +55°C, az do catkowitego rozpuszczenia
tkanki (zazwyczaj od 3 godzin do catej nocy).
(@ Taka metoda homogenizacji pozwala zapewnia duzg ilo$¢ i

integralno$¢ DNA.

@  Przenies¢ odpowiednig objetos¢ lizatu do kartridza procesowego.

®  Jezelinie jest konieczne natychmiastowe przeprowadzenie oczyszcza-
nia, lizat mozna przechowywaé w temperaturze od -80 do -20°C.

Homogenizacja tkanki za pomoca aparatu MagNA Lyser

@® Do probéwki MagNA Lyser Green Beads Tube przeniesé do 5 mg
tkanki.

®  Dodaé 200 pl buforu MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer.

®  Homogenizowaé tkanke przez 30 do 40 s w aparacie MagNA Lyser. W
razie niepetnej homogenizacji nalezy powtdrzyc¢ ten krok. Wiecej
szczegotowych informacji jest dostepnych w podreczniku operatora
aparatu MagNA Lyser.
@ Jest to szybka metoda, lecz z powodu mechanicznego $cinania

moze nastgpic czesciowa fragmentacja DNA.
@  Przenie$¢ odpowiednig objetos¢ lizatu do kartridza procesowego.
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VII. Tkanka
utrwalona

w formalinie
i zatopiona w
parafinie

Uzy¢ zestawu buforéw MagNA Pure FFPET Buffer Set do oczyszczenia kwa-
sow nukleinowych z maksymalnie 6 skrawkéw FFPET o grubosci 4 lub 5 pm.
Odpowiada to maksymalnie 6 mm? tkanki.

A Nie stosowaé wigcej niz okreslona ilos¢ prébki FFPET, gdyz w przeciwnym

wypadku moze mie¢ to negatywny wpltywu na proces oczyszczania kwa-
séw nukleinowych. llos¢ i jako$¢ wyizolowanych kwaséw nukleinowych w
duzym stopniu zalezy od uzytego typu tkanki, wieku prébki i protokotu
utrwalania.

A Nie wolno nigdy uzywacé czesciowo uzytych butelek z odczynnikami z

recznych proceséw pracy w automatycznych procesach.

Przygotowanie proébki i odczynnikow do protokofu DNA FFPET 1000

@

Dla kazdej izolacji doda¢ do 6 skrawkdéw FFPET o grubo$ci 4 lub 5 pm
(=6 mm? tkanki) na spdd 2,0 ml probdéweki.
A Przed pobraniem skrawkéw FFPET usunaé nadmiar parafiny z
~ bloczku FFPET lub preparatu FFPET.
A Aby zapewnié maksymalne odzyskiwanie kwasu nukleinowego,

przed rozpoczeciem wirowania probki FFPET powinny znajdowac
sie maksymalnie blisko spodu 2,0 ml probdéweki.

Odwirowac¢ 2,0 ml probéwke przy 5000 g przez 30 sekund w
temperaturze od +15 do +25°C az do zebrania prébek na spodzie
probdéwek.

Zatadowa¢ odwirowane probdéwki na prébki do 2,0 ml adapteréw juz

wtozonych do statywu na probki.

A Prawidtowo wtozyé adaptery probowki na prébki oraz 2,0 ml pro-
béwki do statywu na probki.

Statyw na prébki wtozy¢ do jego gniazda w aparacie i kontynuowaé

tworzenie zlecenia.

Przygotowaé odczynnik odparafinowujacy:

Bezposrednio przed uzyciem przenie$¢ 25 ml odczynnika do deparafi-
nowania dostarczonego w zestawie buforéw MagNA Pure FFPET Buf-
fer Set do jednej z pustych 25 ml butelek na odczynniki oznaczonej
kodem kreskowym.
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W stacjach aparatu pod$wietlonych na z6tto w oprogramowaniu zata-
dowa¢ wymagane zasoby:

Na koniec witozy¢ do statywu na odczynniki:

= odczynnik do deparafinowania w 25 ml butelce na odczynniki

= butelki na odczynniki z buforem do lizowania

= butelki na odczynniki z izopropanolem

= probéwki MGP po worteksowaniu

A Do urzadzenia nalezy wkfada¢ tylko otwarte butelki na odczynniki i
probéwki MGP.

Unika¢ wprowadzania pecherzykéw/piany do odczynnikéw
zestawu buforéw FFPET. W razie utworzenia pecherzykéw mozna je
usung¢, nakluwajac koncéwka pipety.

A Mozna ponownie wykorzystywaé czesciowo wykorzystane butelki
na odczynniki pochodzace wytgcznie z automatycznych procedur
wykonywanych przy uzyciu tego samego aparatu. Oprogramowa-
nie kazdego aparatu prowadzi inwentaryzacje materiatéw przy uzy-
ciu kodéw kreskowych odczynnikéw i rozpoznaje cze$ciowo zuzyte
butelki na odczynniki, odpowiednio je obstugujac w nastepnym
przebiegu. Wszystkie butelki na odczynniki zachowujg stabilno$¢
wewnatrz aparatu przez 16 godzin oraz przez 28 dni po pierwszym
uzyciu.

Po pomyslnym zweryfikowaniu wszystkich zasobéw rozpoczaé prze-

bieg.

L5

Po zakoriczeniu przebiegu roztadowac aparat zgodnie z opisem
zawartym w Asystencie Uzytkownika. Natychmiast po uzyciu nalezy
zamkna¢ wszystkie butelki z odczynnikami odpowiednimi zakretkami,
aby mdéc wykorzystaé je pézniej w tym samym aparacie, a nastepnie
umiesci¢ je w magazynie zgodnie z instrukcja uzycia.

A Czasami mozliwe jest zaobserwowanie pdétprzezroczystych/kolorowych

eluatéw. Mozna je wykorzystywac w pézniejszych procedurach.

A Przy usuwaniu odpadéw nalezy pamietac, ze 2,0 ml probéwki na prébki

zawierajg odczynniki zestawu buforéw FFPET.
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VIIl. Osocze na Przy izolowaniu wolno krazacych kwaséw nukleinowych (cfNA) nalezy stoso-
wolno krazace wac zestaw buforéw MagNA Pure cfNA Buffer Set.
kwasy ® Przed oczyszczeniem wolno krazacych kwaséw nukleinowych nalezy
nukleinowe odwirowaé prébki przez 5 do 10 minut z sitg 1000 do 1900 g. Unikaé prze-
niesienia osadu.
A Unikaé wprowadzania pecherzykéw/piany podczas wszystkich etapéw
pipetowania.

@  Umiesci¢ odpowiednia objeto$¢ proteinazy K w $wiezej probéwce na
prébke przetestowanej do tego zastosowania (probéwka Sarstedt
55.466 i Sarstedt 55.495). Doda¢ prébke do probéwki z proteinaza K,
delikatnie wymieszacé i inkubowacé przez 20 minut w temperaturze

+37°C.

e cfNA ss 2000 cfNA ss 4000
L cfNA ds 2000 cfNA ds 4000
Proteinaza K [pl] 200 400
Objetos¢ prébki [ul] 2 000 4000

®@ W zaleznosci od liczby przetwarzanych prébek przygotowac wieksza
ilo$¢ buforu cfNA: pipetowac¢ bufor wzmacniajacy wolno krazace
kwasy nukleinowe (CELB, Cell-Free Nucleic Acid Enhancement Buf-
fer) i doda¢ izopropanol (IPA) przy uzyciu pojemnika w odpowiednim
rozmiarze. Zamkna¢ i delikatnie wymiesza¢, odwracajac. Roztwor
zachowuje stabilno$¢ przez maksymalnie 2 godziny.

L cfNA ss 2000 cfNA ss 4000
S cfNA ds 2000 cfNA ds 4000
CELB [pl] 1750 3500
IPA [pl] 300 600
Mieszanina bufo- 2 050 4100
row do cfNA
(CELB + IPA) [pl]
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Doda¢ do kazdej prébki odpowiednig ilo§¢ mieszaniny buforéw do

cfNA.

Doda¢ 2000 pl mieszaniny buforéw do cfNA do prébki o objetosci

2000 pl lub 4000 pl mieszaniny buforéw do cfNA do prébki o objetosci

4000 pl. Doktadnie wymieszac aspirujgc i dozujgc ptyn okoto 8 razy,

aby uzyskac jednorodng mieszaning.

A Lizatu nie wolno przechowywa¢ w magazynie.

@ Ewentualne pecherzyki mozna usungé, aspirujac je do koricéwki
pipety trzymanej przy brzegu probéwki, tuz nad powierzchnig
ptynu. Pecherzyki mozna rowniez usuna¢ przez odwirowanie
zamknietych probéwek przez 1 minute przy 2000 x g.

Zatadowac¢ probdwki do statywu na prébki. Zataduj statyw na probki
do aparatu.
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8.3 Procedura izolowania

Aparat MagNA Pure 24 moze réwnoczes$nie przetwarza¢ maksymalnie 24
prébki. Szczegdtowy opis obstugi aparatu jest dostepny w Asystencie Uzyt-
kownika systemu MagNA Pure 24.

A
N

Uzytkownik odpowiada za zwalidowanie dziatania systemu w odniesieniu
do wszelkich procedur wykorzystywanych w laboratorium.

Przy mieszaniu zawarto$ci probéwek pierwotnych zawierajgcych probki
nalezy unika¢ wprowadzenia

piany/pecherzykéw przed ich zatadowaniem do aparatu. Aby zagwaranto-
wac prawidtowe wykrywanie poziomu ptynéw, unikaj pozostawienia kropli
na $ciankach probéwek na probki.

Upewni¢ sig, ze wszystkie probéwki na prébki sg prawidtowo osadzone w
obrebie statywu na prébki.

Wodny materiat prébki, jak kwasy nukleinowe rozpuszczone w wodzie lub
w plynach bez bufora biologicznego, moze by¢ przyczyna niskiej wydajno-
$ci oczyszczania. W przypadku wodnych materiatéw prébek nalezy dodac
10x roztworu PBS, aby uzyska¢ stezenie koricowe 1x PBS.

. Jezeli kasety na odczynniki magazynowano w temperaturze nizszej od

+15°C, przed ich uzyciem nalezy je pozostawi¢ na co najmniej godzine w
temperaturze od +15 do +25°C.

W jednym przebiegu oczyszczania mozna uzy¢ dwdch kaset na odczynniki
z tej samej lub z réznych partii.

Przed wtozeniem kasety na odczynniki do stacji fadowania odczynnikéw
aparatu, nalezy sie upewnié, ze wszystkie pojemniki sg catkowicie wsu-
niete do kasety na odczynniki.

. Przed wiozeniem probéwek MGP na poktad aparatu nalezy je wortekso-

waé przez 60 sekund. Odkryte probéwki MGP nalezy ostroznie wiozy¢ na
pokiad aparatu bezposrednio przed rozpoczeciem przebiegu. W razie
wylania zawarto$ci, probéwki MGP wymieni¢.

Wszystkie elementy tadowane do aparatu muszg by¢ otwarte. Dotyczy to
probéwek zawierajacych prébki, probéwek MGP, probéwek kontroli
wewnetrznej, butelek na odczynniki oraz wyj$ciowych elementéw zuzywal-
nych.

Aby unikngé rozlania odczynnikéw, nalezy zachowac¢ ostrozno$¢ podczas
wkiadania statywu na odczynniki do jego gniazda.

Dotyczy procedur z prébkami FFPET: Przeniesienie niewielkich ilosci
odczynnika odparafinowujgcego do probdwki przetwarzania probki
wptywa na wydajno$¢ procesu oczyszczania. Pozostaty bufor do lizowania
réwniez nie wplynie na wyniki.
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8.4  Konczenie przebiegu

Po zakoriczeniu przebiegu nalezy wytadowa¢ wyjSciowe elementy zuzywalne
zawierajace eluaty.

@ Po zakoriczeniu przebiegu eluaty nie powinny pozostawaé¢ na poktadzie
aparatu dtuzej niz przez 2 godziny, gdyz w przeciwnym wypadku dojdzie
do oznakowania odpowiadajacych wynikdw.

@ Po otwarciu pokrywy aparatu dojdzie do przerwania chtodzenia eluatéw.

(@ Mate ilosci czastek magnetycznych w probéwkach wyjsciowych/paskach
probéwek nie majg wptywu na reakcje PCR i RT-PCR w aparatach Light-
Cycler® lub konwencjonalnych termocyklerach. Jezeli pozadane jest usu-
nieccie  MGP, przed usunigciem eluatu probéwki wyjSciowe/paski
probéwek nalezy umiesci¢ na ptytce magnetycznej.

= Nie wolno przekracza¢ limitu czasu na pokfadzie aparatu kasety na odczyn-
niki. Nalezy ostroznie wytadowac kasete, aby unikng¢ rozlania jej zawartosci.
Zamkna¢ kasete z odczynnikami folig. W celu wykorzystania w przysztosci,
czesciowo wykorzystane kasety na odczynniki nalezy przechowywac w pozy-
cji pionowej w temperaturze od +2 do +8°C.

= Wykona¢ zadanie roztadowywania zgodnie z instrukcjami wy$wietlanymi

przez aparat.
A Probéwki MGP stuzg wylgcznie do jednorazowego uzytku i trzeba je
wyrzuci¢ po kazdym przebiegu, nawet jezeli zostaty tylko czeSciowo wyko-
rzystane.
= Odpady ciekle i state usuwac zgodnie z lokalnymi przepisami.
= Doktadnie sprawdzi¢ aparat pod katem oznak wyciekéw. Jezeli doszio do
wycieku, aparat nalezy wyczysci¢ w sposéb opisany w Asystencie Uzytkow-
nika systemu MagNA Pure 24.

= Wszystkie akcesoria nalezy wyczysci¢ i podda¢ dekontaminacji w sposéb
opisany w Asystencie Uzytkownika systemu MagNA Pure 24.

A Nie pozwdl, by odczynniki zawierajgce tiocyjanek guanidyny weszly w
kontakt z podchlorynem sodu (bufor lizujacy) lub z jakimkolwiek kwasem.
Mieszaniny te moga wytwarza¢ silnie toksyczny gaz. Dalsze informacje
dotyczace czyszczenia i konserwaciji sg dostepne w Asystencie Uzytkow-
nika systemu MagNA Pure 24.
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8.5 Kontrola jakosci

Materialy do
kontroli
wewnetrznej

A Nalezy zawsze oznacza¢ odpowiednie kontrole.

Aby kontrolowa¢ caty proces, poczawszy od przygotowania prébki po analize,
nalezy przeprowadzi¢ oznaczenie ponizszych kontroli:

= Kontrola dodatnia zawierajaca materiat prébki dodatni pod katem sekwencji
docelowe;j.

= Kontrola ujemna zawierajaca materiat prébki ujemny pod katem sekwenciji
docelowe;j.

= Kontrola wewnetrzna (IC) uzyskana poprzez dodanie okreslonej ilosci kon-
trolnej sekwencji docelowej do wszystkich oczyszczanych prébek. Kontrola
IC jest dodawana przed etapem oczyszczania, zostaje wspétoczyszczona a
nastepnie jest, przyktadowo, poddawana amplifikacji razem z dang sekwen-
cja docelowg w trakcie tej samej reakcji PCR. W przypadku zastosowan,
ktére moga by¢ zwigzane z uzyskiwaniem wynikéw fatszywie ujemnych, sto-
sowanie odpowiedniej kontroli wewnetrznej jest obowigzkowe.

Aparat moze automatycznie dodawac¢ kontrole wewnetrzng (IC) podczas prze-
biegu oczyszczania do kazdej probéwki. Objetosé kontroli wewnetrznej jest
ustalona na 20 pl na prébke. Dla jednego przebiegu mozna zatadowaé maksy-
malnie 2 rézne kontrole wewnetrzne. Tylko 1 kontrola wewnetrzna moze
zosta¢ dodana do kazdej prébki. Aby korzystaé z tej funkgcji, nalezy wybraé
kontrole wewnetrzng w globalnych ustawieniach przebiegéw. Odpowiednia
ilos¢ kontroli wewnetrznej jest obliczana przez oprogramowanie i wy$wietlana

w ustawieniach przebiegu na ekranie Overview. Doda¢ wskazang objetos$é

kontroli wewnetrznej do 2 ml probéwki oznaczonej kodem kreskowym i wio-

zy¢ probéwki do odpowiednich pozycji statywu na odczynniki.

@ Z powodu ograniczeri mechanicznych wymagana objeto$¢ kontroli
wewnetrznej jest wyzsza od iloczynu liczby prébek i 20 pl:

A w przypadku protokotéw cfNA (., prébka poczatkowa o objetosci 2000 pl
i 4000 pl) kontrole wewnetrzng nalezy dodac recznie do przygotowanego
lizatu. Nalezy zwréci¢ uwage, ze funkcja kontroli wewnegtrznej aparatu jest
dostepna, lecz nie jest aktywna.

A w przypadku protokotu FFPET aparat nie moze dodawaé kontroli
wewnetrzne;.
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9.

N

OGRANICZENIA | INTERFERENCJE

1. Zestaw MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit zostat oceniony wytacznie w
potaczeniu z systemem MagNA Pure 24.

2. Uzyskanie wiarygodnych wynikéw zalezy od prawidtowych procedur pobie-

rania, transportu, przechowywania i wykorzystywania prébek.

3. Zestaw MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit zostat zwalidowany wyfacznie

w odniesieniu do materiatu prébki okreslonego w niniejszej instrukcji uzycia.
Oczyszczanie kwaséw nukleinowych z prébek innego typu moze skutkowaé
niewystarczajaca wydajnoscia.

4. Protokoty nalezy stosowaC wytgcznie z okreslonymi materiatami prébek.

Odstepstwa od zalecen moga skutkowaé niewystarczajgca wydajnoscia.

5. Stosowanie tego produktu powinno ograniczac¢ sie do personelu przeszko-

lonego w technikach izolowania kwaséw nukleinowych. Nalezy przeprowa-
dzi¢ walidacje wszystkich zastosowan IVD obejmujacych procedure
przygotowania probek oraz wszelkie dalsze etapy testéw kwaséw nukleino-
wych IVD w odniesieniu do indywidualnych parametréw IVD.

6. Aby zminimalizowa¢ ryzyko negatywnego wptywu na wyniki, konieczne jest

stosowanie odpowiednich kontroli dalszych etapéw procedury.

Konieczne jest zwalidowanie warunkéw przechowywania (temperatura,
czas) probek, lizatéw, osadéw komdrek z hodowli komdrkowych i eluatéw w
odniesieniu do indywidualnych parametréw IVD.

8. Uzytkownik musi okresli¢ odpowiednig charakterystyke robocza, w szcze-

golnosci w potaczeniu z wszelkimi dalszymi etapami procedury. Wszystkie
wyniki trzeba interpretowa¢ w oparciu o wszystkie istotne dane kliniczne
i laboratoryjne. Poniewaz stezenie analitu moze sie w duzym stopniu rézni¢
pomiedzy réznymi typami prébek, przed przejSciem do wykonywania ruty-
nowych testéw zaleca sie okreslenie wydajnosci kontaminacji krzyzowej
poprzez tzw. eksperymenty naprzemienne (prébki wysoce dodatnie obok
prébek ujemnych).

9. Z uwagi na réznice miedzy technologiami zaleca sig, aby przed zmiang sto-

sowanych metod uzytkownik przeprowadzit w laboratorium badania korela-
cji wcelu okreslenia wystepujacych miedzy nimi réznic jakosciowych.
Uzytkownicy powinni postepowa¢ zgodnie z wtasnymi okres$lonymi zasa-
dami/procedurami.

10. Wplyw substancji interferujgcych oceniano przy serii rosnacych stezen
ponizszych czesto wystepujgcych substancji: hemoglobina ludzka, biliru-
bina i ttuszcze (ocena prowadzona przy uzyciu protokotu Pathogen 200).
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10. INFORMACIJE UZUPELNIAJACE

10.1 Symbole

Symbole uzywane w tej publikacji i powiazane z tym produktem:

Opis

Wazna informacja

Notatka informacyjna

Q| b|&
R

Do stosowania w diagnostyce /n vitro.

n
m

Odczynnik spetnia wymagania stawiane
przez Rozporzadzenie IVDR (UE) 2017/746.

Numer katalogowy

Globalny Numer Handlowy

Unikalny identyfikator urzadzenia

=
(=]

Numer serii

Termin waznosci

Data produkcji

CONTENT

Zawarto$¢ zestawu

Granica temperatury

Nalezy zapoznac sig z instrukcjg uzytkowa-
nia

Dystrybucja

Producent

Upowazniony przedstawiciel we Wspdlnocie
Europejskiej

@ EEE E‘?I@MIEEE

Importer

10.2 Zmiany w stosunku do poprzedniej wers;ji

= Aktualizacja w celu spetnienia wymagan stawianych przez Rozporzadzenie

IVD (UE) 2017/746.

= Aktualizacja zestawdw opcjonalnych.
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11. ZNAKI TOWAROWE

MAGNA PURE, MAGNA LYSER i LIGHTCYCLER to znaki towarowe firmy
Roche.

Wszystkie pozostate nazwy lub znaki towarowe sg odpowiednio wiasnos$cig
podmiotéw je posiadajacych.

12. OSWIADCZENIE REGULACYJNE

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

13. PISMIENNICTWO

" Center for Disease Control and Prevention. Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories, 5th ed. U.S. Department of Health and Human Servi-
ces, Public Health Service, Centers for Disease Control and Prevention, Natio-
nal Institutes of Health HHS Publication No. (CDC) 21-1112, revised December
2009.

2 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of laboratory
workers from occupationally acquired infections. Approved Guideline-Fourth
Edition. CLSI Document M29-A4:Wayne, PA;CLSI, 2014.
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