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Zawartosc¢ zestawu

IndiMag Pathogen

Cartridge

NI Kat SP947654P224 SP947654P608 SP947855P196
. . 48 48 96

Liczba przygotowan

Cartridge (Kaseta) * 2Xx24 6x8 5x963

Lysis Buffer (Bufordo ;54 mi 1x 24 ml 1x 48 ml

lizy)

Rod Cover (Ostona . :

) 6 paskow 6 paskow 1 ptytka

Quick-Start Protocol

(Protokot szybkiego 1 1 1

uruchamiania)

(PCard)

1 OSTRZEZENIE: Zawiera s6l chaotropowg, etanol i azydek sodu. Nalezy podjgé
odpowiednie srodki ostroznosci w laboratorium i nosi¢ rekawiczki podczas pracy. Produkt
nie jest zgodny ze $rodkami dezynfekujgcymi zawierajgcymi wybielacz. Informacje
dotyczace bezpieczenstwa znajdujg sie na stronie 8.

2 OSTRZEZENIE: Zawiera sél chaotropows i izopropanol. Nalezy podjgé¢ odpowiednie
$rodki ostroznos$ci w laboratorium i nosi¢ rekawiczki podczas pracy. Produkt nie jest
zgodny ze $rodkami dezynfekujgcymi zawierajacymi wybielacz. Informacje dotyczace
bezpieczenstwa znajdujg sie na stronie 8.

3 po 1 ptytce: Lysate, Wash Buffer 1, Wash Buffer 2, Wash Buffer 3, Elution
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Odpowiednie stacje robocze i protokoty

Stacje robocze

Do stosowania z kasetg IndiMag Pathogen Cartridge nadajg sie
nastepujgce stacje robocze:

Do stosowania z kasetg IndiMag Pathogen IM48 Cartridge

¢ IndiMag 48
e IndiMag 48s

Do stosowania z kasetg IndiMag Pathogen KF96 Cartridge

e KingFisher Flex
e KingFisher 96
e BioSprint 96

Protokoty

Nalezy pamietac, ze stacje robocze IndiMag 48 i IndiMag 48s sg
dostarczane z fabrycznie zainstalowanym protokotem ,Pathogen”.

W stacji roboczej KingFisher Flex lub alternatywnym urzgdzeniu
wykorzystywane sg odpowiednie skrypty wymienione w Tabeli 1 na
stronie 6.
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Tabela 1: Nazwy skryptow w zaleznosci od uzywanego urzadzenia i oprogramowania

Urzadzenie Oprogramowanie Nazwa skryptu

Eig)g(;Fisher BindIt IndiMag_C_Pathogen_KF_Flex.bdz
g(isngFisher Bindlt IndiMag_C_Pathogen_KF96.bdz
gi6ngFisher KingFisher IndiMag_C_Pathogen_KF96.kf2
BioSprint 96 BioSprint IndiMag_C_Pathogen_BS96.kf2

W celu uzyskania dalszych informac;ji lub w przypadku pytan
dotyczacych kwestii technicznych nalezy skontaktowac¢ sie z dziatem
pomocy firmy INDICAL za posrednictwem adresu e-mail
support@indical.com.
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Przechowywanie

Wszystkie bufory i odczynniki przechowywane w temperaturze
pokojowej (15-25°C) zachowujg stabilno$¢ do daty waznosci podanej
na opakowaniu zestawu. Przechowywanie w takich warunkach nie ma
negatywnego wptywu na ich skutecznosé.

Przeznaczenie

Kaseta IndiMag Pathogen Cartridge jest przeznaczona do
zautomatyzowanej izolacji kwaséw nukleinowych patogenéw
(wirusowego RNA i DNA oraz bakteryjnego DNA) z pobranych od
zwierzat probek krwi petnej, surowicy, osocza, innych ptynow
ustrojowych, wymazow, poptuczyn i homogenatéw tkankowych przy
uzyciu systemoéw wykorzystujgcych technologie czastek
magnetycznych, takich jak np. IndiMag 48/s i KingFisher Flex lub
rébwnowazne stacje robocze.

Do zastosowan z zakresu biologii molekularne;.
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Nr serii

Termin waznosci

Zakres dopuszczalnych temperatur przechowywania

Instrukcja obstugi
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Numer materiatu

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych
i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji
nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety
Data Sheet, SDS). Mozna je uzyska¢ od lokalnego przedstawiciela
handlowego lub wysytajgc zapytanie na adres e-mail
compliance@indical.com.

8 IndiMag Pathogen Cartridge Instrukcja obstugi 09/2021


mailto:compliance@indical.com
https://www.bing.com/images/search?view=detailV2&ccid=GODg20TN&id=DEF526A726D76B520EE4F28DC0030FDE5088480D&thid=OIP.GODg20TNcsfGl-KCig3HVQHaFh&mediaurl=https://s-media-cache-ak0.pinimg.com/736x/90/77/c1/9077c1779afb16a8261fd1183340bbad.jpg&exph=380&expw=510&q=handbook+icon&simid=608054890527590605&selectedIndex=224

é OSTRZEZENIE: NIE dolewaé wybielacza ani
roztworéw kwasowych bezposrednio do odpadéw
powstatych po przygotowaniu prébek.

Kaseta IndiMag Pathogen Cartridge i bufor Lysis Buffer zawierajg
chlorowodorek guanidyny i tiocyjanian guanidyny, ktére w potgczeniu z
wybielaczem moga tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki.

W przypadku rozlania ptynu zawierajgcego te bufory nalezy usuna¢ go
za pomocg odpowiedniego detergentu laboratoryjnego i wody. Jesli
rozlany ptyn zawiera czynniki potencjalnie zakazne, nalezy wyczysci¢
zalany obszar najpierw detergentem laboratoryjnym i woda, a
nastepnie 1-procentowym (stezenie objetosciowe) podchlorynem sodu.

Kontrola jakosci

Zgodnie z po$wiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania
jakoscig firmy INDICAL kazda seria kaset IndiMag Pathogen Cartridge
jest testowana pod katem wstepnie ustalonych specyfikacji w celu
zapewnienia spoéjnej jakosci produktu.
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Wstep

Technologia kulek magnetycznych umozliwia otrzymanie
oczyszczonych kwasow nukleinowych o wysokiej jakosci, wolnych od
biatek, nukleaz i innych zanieczyszczen. Oczyszczone kwasy
nukleinowe sg gotowe do uzycia w dalszych procedurach
analitycznych, takich jak reakcje amplifikacji lub inne reakcje
enzymatyczne.

Kaseta IndiMag Pathogen Cartridge umozliwia szybkie oczyszczenie
wirusowego RNA i DNA, jak rowniez bakteryjnego DNA, z szerokiej
gamy probek zwierzecych (patrz Tabela 2 na stronie 14) przy uzyciu
systemow wykorzystujgcych technologie czastek magnetycznych,
takich jak IndiMag 48/s i KingFisher Flex lub rownowazne stacje
robocze (patrz czes¢ ,Materiat wyjsciowy” na stronie 18). Uzytkownik
powinien jednak zwalidowaé konkretne kombinacje typdw probek i
badanych patogenodw.
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Zasada dziatania i procedura

W kasecie IndiMag Pathogen Cartridge do oczyszczania kwaséw
nukleinowych wykorzystywana jest technologia czgstek magnetycznych
MagAttract®. Technologia ta fgczy szybkos¢ i skuteczno$é
oczyszczania kwaséw nukleinowych opartego na ztozu krzemionkowym
z wygodng manipulacjg czgstkami magnetycznymi (Ryc. 1 na stronie
11).

Pret Pret
magnetyczny nwlelgl\etyczny

Szybkie ruchy w gore

Powolne ruchy i w dét ostony pretaw
w gore i w dot w celu celu uwolnienia
zebrania czastek czastek
magnetycznych
ostona agnetycz magnetycznych
preta
Vv - l i Oslona v
p— o reta
Przeniesienie i ==

Odczynnik 1 Odczynnik 2 i czastki
icz:lstki mggnetyczne magv:\.etyczr!e

Dolek 1 i } Dolek 2

Ryc. 1. Schemat oczyszczania przy uzyciu kulek magnetycznych. Stacja robocza
przetwarza prébke zawierajgcg czgstki magnetyczne w nastepujacy sposéb: Etap 1) Pret
magnetyczny zabezpieczony ostong preta jest wprowadzany do dotka (patrz dotek 1 na
rycinie) z prébka i przycigga czagstki magnetyczne. Etap 2) Ostona preta magnetycznego
jest umieszczana nad kolejnym dotkiem (patrz dotek 2 na rycinie), a czastki magnetyczne
sg uwalniane. Podczas przetwarzania probki etapy 1 i 2 sg powtarzane kilka razy.

Procedura oczyszczania zostata zaprojektowana w taki sposéb, aby
zagwarantowac¢ wygode i odtwarzalno$¢ podczas postepowania z
potencjalnie zakaznymi probkami (Ryc. 2 na stronie 12).

W zalezno$ci od materiatu wyj$ciowego prébki mozna zastosowac etap
lizy w obecnosci soli chaotropowych i proteinazy K, ktéry prowadzi do
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uwolnienia kwaséw nukleinowych, a nastepnie ich przytgczenia do
krzemionkowej powierzchni czgstek magnetycznych MagAttract. DNA i
RNA zwigzane z czgstkami magnetycznymi sg nastepnie skutecznie
wyptukiwane oraz suszone na powietrzu. Wysokiej jakosci kwasy
nukleinowe sg nastepnie eluowane przy uzyciu odczynnika Buffer AVE.
Uzysk kwasow nukleinowych jest zalezny od typu i sposobu
przechowywania probki.

Pret
magnetyczny
Jednorazowy
pasek -
[ == =
[
4 4
\
w/dd(f
Liza Ptukania Elucja
liza i wigzanie kwasow uwolnienie kwaséw nukleinowych
nukleinowych do kulek ptukanie kulek w buforze ptuczacym z kulek magnetycznych w buforze
magnetycznych do elucji i usunigcie kulek przy uzyciu

preta magnetycznego

Ryc. 2. Schematyczny opis krokéw protokotu
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Protokot oczyszczania kwasu nukleinowego

Protokdét ,,Oczyszczanie kwasOw nukleinowych patogendw z probek
ptynnych” (strona 24) zostat zoptymalizowany do oczyszczania
wirusowego RNA i DNA oraz DNA tatwo ulegajgcych lizie bakterii z
materiatu ptynnego o objetosci do 200 ul. Odpowiedni materiat wyjsciowy
do przetwarzania bezposredniego przy uzyciu tej metody to:

e krew petna

e surowica

e o0socze

o wydzielina z jamy ustnej

e plyny z jam ciata (np. otrzewnowy, stawowy, mézgowo-rdzeniowy)

e plyn wyekstrahowany z wymazowek (np. z wymazow z nosa,
gardta i kloaki*)

e poptuczyny (np. z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego)

e inne plyny, takie jak mocz lub zawiesiny katu*

Tabela 2 na stronie 14 zawiera spis protokotow obrébki wstepnej
odpowiadajgcych réznym kombinacjom materiatow wyjsciowych i
patogendw. Protokoty te sg przeznaczone do stosowania w przypadku
prébek, dla ktérych przed oczyszczeniem kwasédw nukleinowych
wymagane jest przeprowadzenie obrébki wstepnej.

Czas oczyszczania prébki wynosi okoto 34 minuty, nie uwzgledniajgc
czynno$ci wstepnych, takich jak odwirowanie i pipetowanie prébek oraz
buforu Lysis Buffer.

* Podczas przetwarzania probek z duzg zawartoscig inhibitoréw, takich jak prébki moczu lub katu,
moze by¢ konieczne zastosowanie mniejszej wejsciowej objetosci probki lub wykonanie dalszych
pomiaréw. W celu uzyskania dalszych zalecen dotyczacych obrobki wstepnej nalezy skontaktowaé sie
z dziatem pomocy firmy INDICAL (support@indical.com).
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Obrébka wstepna

Sposoby obrébki wstepnej podane w niniejszym podreczniku zostaty
zoptymalizowane wzgledem konkretnych kombinacji materiatow
wyjsciowych i patogenéw docelowych.

Wybor sposobu obrébki wstepnej jest uzalezniony od przeznaczenia
procedury. Po obrébce wykonywane jest oczyszczanie kwasu
nukleinowego.

Tabela 2 na stronie 14 zawiera podsumowanie sposobéw obroébki
wstepnej oraz ich zastosowan.

W przypadku niektorych sposoboéw obrébki wstepnej moze byé
wymagane zastosowanie dodatkowych elementéw, wskazanych w
poszczegolnych protokotach obrobki wstepne;.

Tabela 2: Protokoly obrébki wstepnej dla probek ptynnych i probek tkanek

B Materiat i Instrukcja
Prébka Obrébka wstepna i
docelowy obslugi
Ptyny Wirusowy RNA i - -
(np. krew petna, DNA, DNA

surowica, osocze, bakterii tatwo
ptyn z wymazu lub  ulegajgcych

ptukania, tkanka lizie
po obrébce
wstepnej)
Krew petna lub DNA bakterii Pretreatment B1 HB-2533
tkanka po obrébce  trudno do bakterii trudno ulegajacych
wstepnej ulegajgcych lizie w probkach krwi petnej i
lizie tkanek po obrébce wstepnej
Surowica, osocze,  DNA bakterii Pretreatment B2 HB-2534
wymazy, trudno do bakterii trudno ulegajgcych
poptuczyny, ptyny  ulegajacych lizie w probkach ptynéw
z jam ciata, mocz lizie ustrojowych?
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Duze objetosci Bakterie fatwo Pretreatment B3 HB-2549

ptynéw ulegajace lizie do tatwo ulegajgcych lizie
niezawierajgcych bakterii w duzych
komorek objetosciach prébek ptynéw
niezawierajgcych komorek

Tkanka Kwasy Pretreatment T1 HB-2535
(np. watroby, nukleinowe Mechaniczne rozerwanie
Sledziony, nerki, patogenow struktur tkanki
wezta chtonnego) Wirusowy DNA3, Pretreatment T2 HB-2536

bakteryjny DNA* Enzymatyczne trawienie

tkanki

Tkanka Wirusowy RNA i Pretreatment T3 HB-2537
poddawana DNA,
szybkiemu DNA bakterii
niekompletnemu tatwo
rozerwaniu ulegajgcych
struktur lizie
Tkanka z duzag Wirusowy RNA i Pretreatment T4 HB-2538
zawartoscig DNA,
lipidow i/lub DNA bakterii
nukleaz (np. tatwo
mozg, trzustka) ulegajacych

lizie
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Kat Wirusowy RNA i Pretreatment F1 HB-2513

DNA Metoda zawieszania bez lizy
Bakteryjny DNA! Pretreatment F2 HB-2514
i wirusowy DNA  Metoda zawieszania z lizg
DNA Pretreatment F-MAP HB-2503
Mycobacterium
avium subsp.
paratuberculosis
(MAP)
Karty z bibuty Pretreatment C1 HB-2520
filtracyjnej
Wymazy (z Pretreatment S1 HB-2516

tchawicy, z jamy

ustno-gardiowe;j,

krwi)
1 Bakterie Gram-dodatnie trudno ulegajg lizie ze wzgledu na ich sztywng $ciane
komorkowa. Wiele bakterii Gram-ujemnych tatwo ulega lizie, ale nie wszystkie. W takich
przypadkach zastosowanie protokotu Pretreatment B1 lub Pretreatment B2 moze by¢
réwniez korzystne.
2 Nie nadaje sie do stosowania z probkami krwi petne;j.
3 Nie nadaje sie do wirusowego RNA, poniewaz warunki, w ktérych przeprowadzana jest
liza, nie zapewniajg wystarczajgcej ochrony integralnosci RNA.
4 W przypadku bakterii trudno ulegajgcych lizie nalezy zastosowac protokét Pretreatment
B1.

W celu uzyskania dalszych informacji dotyczgcych protokotdw obrébki
wstepnej nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy firmy INDICAL za
posrednictwem adresu e-mail support@indical.com.
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Sprzet i odczynniki zapewniane przez
uzytkownika

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych
i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji
nalezy zapoznac¢ sie z kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,
SDS) dostepnymi u dostawcy produktu.

¢ IndiMag 48/ IndiMag 48s, KingFisher Flex lub rownowazna stacja
robocza

e Pipety i jednorazowe koncéwki do pipet z barierami aerozolowymi
(20-1000 pl)

e Pipeta wielokanatowa i jednorazowe koncéwki do pipet (1000 ul) z
barierami aerozolowymi

e Multidyspenser

e SOl fizjologiczna buforowana fosforanem (Phosphate-Buffered
Saline, PBS), moze by¢ wymagana do rozcienczania probek

o Wytrzgsarka
e Wiréwka do odwirowywania kaset przed uzyciem

e Miekka Sciereczka lub chusteczka i 70-procentowy roztwér etanolu
lub inny $rodek dezynfekujgcy do czyszczenia uzywanego stotu
roboczego
Uwaga: Przed wykonaniem czyszczenia lub konserwacji urzgdzenia
do izolacji nalezy najpierw zapozna¢ sie z odpowiednim
podrecznikiem uzytkownika
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Wazne informacje

Materiat wyjSciowy

Protokoty opisane w tej instrukcji obstugi zostaty zoptymalizowane pod
katem oczyszczania wirusowych i bakteryjnych kwaséw nukleinowych z
probek o niskiej do Sredniej ztozonosci, zawierajgcych materiat tatwo
ulegajacy lizie. W protokole IndiMag Pathogen dostepny jest specjalny
krok, w ktérym jednoczesnie wykonywane sg wydajna liza i wigzanie,
umozliwiajgc w ten sposéb szybkie i proste przetworzenie prébki. W
przypadku probek o wiekszej ztozonosci, takich jak probki tkanek, katu
lub zawierajgce patogeny trudno ulegajgce lizie, jak np. bakterie Gram-
dodatnie, moze byc¢ konieczne zastosowanie obrobki wstepnej
obejmujgcej specjalistyczne rozerwanie struktur tkankowych i/lub lize.
Uzytkownik powinien z wyprzedzeniem wybra¢ odpowiednig metode
obrébki wstepnej w przypadku materiatéw tego typu. Informacje ogoine
na temat zalecanych typéw prébek zawierajg ponizsze sekcje. W celu
uzyskania dalszych informaciji nalezy skontaktowac¢ sie z dziatem
pomocy firmy INDICAL za posrednictwem adresu e-mail
support@indical.com.

W celu przeprowadzenia wydajnej izolacji kwaséw nukleinowych
patogendw z ptynéw o wysokiej lepkosci moze by¢é wymagane
zastosowanie obrdbki obnizajgcej ich lepkos¢. Odpowiednie zalecenia
mozna uzyskac, kontaktujgc sie z dziatem pomocy firmy INDICAL za
posrednictwem adresu e-mail support@indical.com.

Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania prébek,

poniewaz moze to doprowadzi¢ do zmniejszenia uzysku kwaséw
nukleinowych oraz obnizenia ich jakosci.
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Zwierzeca krew pelna

W celu oczyszczenia kwasu nukleinowego mozna uzy¢ probek krwi z
dodatkiem antykoagulantéw w postaci EDTA, cytrynianu lub heparyny.
Prébki moga by¢ swieze lub mrozone, pod warunkiem ze nie byty
zamrazane i rozmrazane wiecej niz jeden raz. Wykonanie wiecej niz
jednego cyklu zamrazania-rozmrazania moze prowadzi¢ do denaturacji
i wytrgcania biatek, powodujgc obnizenie miana wiruséw, a co za tym
idzie obnizenie uzyskéw wirusowych kwaséw nukleinowych.

Po pobraniu i odwirowaniu probki krwi petnej mozna przechowywac w
temperaturze 2—8°C przez maksymalnie 6 godzin. W celu
przechowywania dtugoterminowego zalecane jest podzielenie prébek
na porcje i zamrozenie ich w temperaturze od -30 do -15°C lub w
temperaturze -70°C.

Zalecane jest stosowanie probek krwi o objetosci 50-200 ul
zawierajgcych erytrocyty bezjgdrzaste. Silnie podwyzszona liczba
krwinek spowodowana stanem zapalnym lub chorobg nowotworowg
moze jednak spowodowac silne podwyzszenie ilosci kwasow
nukleinowych w probce gospodarza. W takim przypadku obnizenie
wejsciowej objetosci prébki do 50 pl moze poprawi¢ wyniki dalszych
oznaczen, szczegolnie reakcji RT-PCR.

Jesli uzywana objetos¢ probki krwi jest nizsza niz 200 pl, nalezy ja
uzupetni¢ do 200 pl przy uzyciu buforu PBS lub NaCl w stezeniu 0,9%.

W przypadku probek krwi zawierajgcych erytrocyty jadrzaste (np.
pobranych od ptakéw lub ryb) nalezy zastosowac¢ probke krwi o
objetosci mniejszej niz 50 pl i uzupetnic jg do 200 ul przy uzyciu buforu
PBS lub NaCl w stezeniu 0,9%.
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Zwierzece probki surowicy, osocza, innych plynéw ustrojowych,
wymazow i popluczyn

Zamrozonych probek osocza lub surowicy przed przetworzeniem nie
nalezy rozmrazac wigcej niz jeden raz.

Mozna przetwarza¢ prébki surowicy, osocza, innych ptynow
ustrojowych, supernatantéw z podtoza z wymazéwkg lub poptuczyn o
maksymalnej objetosci wynoszacej 200 pl.

Podczas przetwarzania prébek z bardzo duzg zawartoscig inhibitoréw,
takich jak probki moczu lub zawieszonego katu, moze byé konieczne
zastosowanie mniejszej wejsciowej objetosci probki i/lub dodatkowej
obrobki wstepnej w celu usuniecia inhibitoréw. W celu obnizenia
objetosci wejsciowej nalezy zastosowaé 25-50 pl prébki i uzupetnic jej
objetosé do 200 ul przy uzyciu buforu PBS lub NaCl w stezeniu 0,9%.

Na potrzeby izolacji bakteryjnego DNA mozna zastosowac wejsciowg
objetos¢ probki wiekszg niz 200 pl, np. 1,5 ml, w celu poprawy czutosci
detekcji materiatu bakteryjnego. Bakterie Gram-ujemne w ptynach
niezawierajgcych komoérek mozna zagesci¢ poprzez odwirowanie
wigkszych objetosci. Osad nalezy ponownie zawiesi¢ w buforze PBS i
zastosowac 200 pl jako objetos¢ wyjsciowg. W celu izolacji DNA z
bakterii trudno ulegajgcych lizie nalezy zastosowaé protokét
Pretreatment B2.

Tkanki zwierzece

Warunkiem wstepnym podczas pracy przy uzyciu tkanek zwierzecych
jest mechaniczne lub enzymatyczne rozerwanie struktur tkanki,
umozliwiajgce uwolnienie komérek, nastepnie uwolnienie kwaséw
nukleinowych oraz zapewnienie odpowiedniej przepuszczalnosci btony
komérkowe;.

Rézne typy tkanek moga sie znacznie rézni¢ pod wzgledem tekstury i

sztywnosci, typdw komorek oraz zawartosci kwasow nukleinowych
gospodarza i inhibitorow. Dodatkowo lokalizacja kwaséw nukleinowych
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patogendéw w tkance moze sie r6zni¢ w zaleznosci od typu tkanki,
patogenu oraz stadium zakazenia. Informacje na temat dodatkowych
protokotdw wstepnej obrébki prébek tkanek, w tym informacije
dotyczace szybkiego protokotu, oraz zalecenia dla tkanek trudnych sg
dostepne w dziale pomocy firmy INDICAL.

Jako ilosci wyjsciowej mozna uzy¢ do 25 mg swiezej lub zamrozonej
tkanki. W przypadku tkanek z bardzo wysokg zawartoscig komérek w
stosunku do danej masy tkanki (np. tkanka sledziony) nalezy
zastosowaé mniejszg ilo$¢ materiatu wyjsciowego (5—-10 mg).

Uwaga: Czesci nienaruszone pozostate w homogenacie moga fgczy¢
sie z czgstkami magnetycznymi MagAttract, co moze doprowadzi¢ do
zmniejszenia uzysku kwasow nukleinowych.

Uzysk kwasow nukleinowych

W przypadku probek zwierajgcych matg ilos¢ komorek (np. surowicy
lub osocza) uzysk wirusowych kwasow nukleinowych moze by¢ nizszy
niz 1 ug, dlatego oznaczenie ilosciowe przy uzyciu spektrofotometru
moze by¢ trudne. Ponadto eluaty przygotowane z nosnikiem Carrier
RNA mogg zawiera¢ duzo wiecej nosnika Carrier RNA niz docelowych
kwasow nukleinowych. W kasecie IndiMag Pathogen Cartridge
odzyskiwane sg wszystkie kwasy nukleinowe. Dlatego, oprocz
wirusowego RNA i DNA oraz bakteryjnego DNA, rownocze$nie
oczyszczane sg rowniez komorkowe DNA i RNA zawarte we
wszystkich komodrkach znajdujgcych sie w probce; rozrdznienie
oczyszczonych kwasow nukleinowych podczas pomiaru
spektrofotometrycznego jest niemozliwe. Zalecane jest stosowanie
ilosciowych metod amplifikacji, takich jak ilosciowa reakcja PCR w
czasie rzeczywistym lub RT-PCR w czasie rzeczywistym,
umozliwiajgcych okreslenie uzyskéw kwaséw nukleinowych
poszczegolnych patogendw.
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Uzywanie nosnika Carrier RNA i kontroli
wewnetrznych

Carrier RNA

Gotowy do uzycia bufor Lysis Buffer zawiera nosnik Carrier RNA. Nosnik
wzmacnia adsorpcje wirusowego RNA i DNA do czgstek magnetycznych,
co jest szczegdlnie wazne, gdy ilos¢ czgsteczek docelowych w probce nie
jest duza. Ponadto nadmiar nos$nika Carrier RNA zmniejsza
prawdopodobienstwo degradacji wirusowego RNA w rzadkich
przypadkach, gdy czgsteczki RNaz nie ulegng denaturacji pod wplywem
soli chaotropowych i detergentéw zawartych w buforze do lizy.

Kontrola wewnetrzna

Zastosowanie kontroli wewnetrznych, takich jak intype IC-DNA lub intype
IC-RNA jest opcjonalne i zalezy od wybranego systemu do amplifikacji.
Stosowanie kasety IndiMag Pathogen Cartridge z systemami do
amplifikaciji, ktore wykorzystujg kontrole wewnetrzne, moze wymagac
wigczenia tych kontroli do procedury oczyszczania w celu monitorowania
wydajnosci przygotowywania probki i dalszych oznaczen.

Niezabezpieczone kwasy nukleinowe bedgce kontrolami wewnetrznymi
(np. plazmidowy DNA lub transkrybowany in vitro RNA) nalezy dodac
wytgcznie do buforu Lysis Buffer. Kwaséw nukleinowych bedacych
kontrolami wewnetrznymi nie nalezy dodawac¢ bezposrednio do prébki.

llo$¢ dodawanej kontroli wewnetrznej zalezy od systemu oznaczenia
oraz objetosci elucji. Uzytkownik musi oceni¢, jaka ilos¢ kwaséw
nukleinowych bedgcych kontrolami wewnetrznymi jest odpowiednia. W
celu okreslenia optymalnego stezenia kontroli wewnetrznej nalezy
zapoznac¢ sie z instrukcjami producenta lub skontaktowac sie z dziatem
pomocy firmy INDICAL (support@indical.com), aby uzyskac wiecej
informacii.
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Przechowywanie kwaséw nukleinowych

W przypadku przechowywania krotkoterminowego, wynoszgcego
maksymalnie 24 godziny, zalecane jest, aby prébki oczyszczonego
wirusowego RNA i DNA byly przechowywane w temperaturze 2-8°C.
W przypadku przechowywania dlugoterminowego, wynoszgcego wiecej
niz 24 godziny, zalecane jest, aby probki oczyszczonych kwasow
nukleinowych byty przechowywane w temperaturze od -30 do -15°C,
lub w przypadku RNA nawet -70°C.

Postepowanie z RNA

RNazy s bardzo stabilnymi i aktywnymi enzymami, ktére na ogot nie
wymagajg kofaktorow do dziatania. Poniewaz RNazy trudno
inaktywowac i nawet ich bardzo mate ilosci wystarczajg do zniszczenia
RNA, nie nalezy uzywac jakiegokolwiek sprzetu wykonanego ze szkta
lub tworzywa sztucznego bez wczesniejszego wyeliminowania
mozliwego zanieczyszczenia RNazami. Nalezy zachowaé ostroznosc,
aby nie dopusci¢ do przypadkowego wprowadzenia RNaz do probki
RNA w trakcie trwania lub po zakohczeniu procedury oczyszczania.
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Protokot: Oczyszczanie kwasow
nukleinowych patogenow z prébek ptynnych

Protokot jest przeznaczony do oczyszczania wirusowego RNA i DNA
oraz DNA tatwo ulegajgcych lizie bakterii z probek ptynnych lub prébek
tkanek po obrdbce wstepnej przy uzyciu systeméw wykorzystujgcych
technologie czgstek magnetycznych, takich jak IndiMag 48/ IndiMag
48s i KingFisher Flex, oraz kompatybilnej kasety IndiMag Pathogen
Cartridge.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

e Upewni¢ sie, ze uzytkownik potrafi obstugiwac¢ stacje robocza.
Instrukcje dotyczace obstugi stacji zawiera odpowiedni podrecznik
uzytkownika.

e Przed rozpoczeciem procedury nalezy przeczyta¢ czes¢ ,Wazne
informacje” (na stronie 18).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

e Rozmrozi¢ prébki i doprowadzi¢ je do temperatury pokojowej
(15-25°C).

e Jesli objetos¢ probki jest mniejsza niz 200 pl, dola¢ buforu PBS lub
NaCl w stezeniu 0,9%, aby uzyska¢ koncowg objetos¢ 200 ul.

e Przed uzyciem nalezy kilkukrotnie obréci¢ kasete IndiMag Pathogen
IM48 Cartridge lub ptytke ,Wash 1” kasety IndiMag Pathogen KF96
Cartridge (w zaleznosci od stosowanego zestawu), tak aby kulki
swobodnie unosity sie w roztworze. Odwirowac¢ kasete w
temperaturze pokojowej (15-25°C) przez 1 minute przy 500 x g.

Uwaga: W celu odwirowania kaset IndiMag Pathogen IM48
wymagany jest specjalny adapter do odwirowywania IndiMag.
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Wazne: Buforu Lysis Buffer nie nalezy dodawaé¢ bezposrednio do
dotkéw w pierwszej (zaznaczonej na niebiesko na ponizszej rycinie)
kolumnie! Moze to spowodowac zlepienie czgstek lub wytrgcenie
osadu. Nalezy postepowaé zgodnie z procedurg opisang ponizej
(pipetowanie prébek do dotkéw, a nastepnie dodanie buforu Lysis
Buffer).
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Procedura dla stacji roboczej IndiMag 48 lub
IndiMag 48s

1.

Ryc.

26

Przed uzyciem kilkukrotnie odwrdéci¢ kasete, tak aby kulki
swobodnie unosity sie w roztworze.

Kasete w specjalnym adapterze do odwirowywania IndiMag
odwirowac w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez 1 minute
przy 500 x g.

Ostroznie zdjg¢ folie pokrywajgcg kasete.

Za pomoca pipety przeniesc¢ 200 ul probki na dno dotka w
pierwszej kolumnie (zaznaczonej na niebiesko na Ryc. 3).
Uwaga: Jesli objetos¢ prébki jest mniejsza niz 200 ul, nalezy ja
zwiekszy¢ do 200 ul, dodajgc buforu PBS.

Kolumna nlumna
TH2H3NARESN 67 H3 M0y 11412 1424344
3 3
N N
4 4
lith
Phitka 9R-dotkowa (24 Phitka 32-dolkowa (]

3. Rozne typy i konfiguracje kaset

Za pomocg pipety dodaé po 500 ul buforu Lysis Buffer do
poszczegolnych prébek w pierwszej kolumnie (zaznaczonej na
niebiesko na Ryc. 3).

Natychmiast zatadowac¢ przygotowane ptytki do stacji roboczej
IndiMag 48 lub IndiMag 48s, zatadowac¢ paski z ostonami pretéw
magnetycznych na odpowiednie pozycje i uruchomi¢ odpowiedni
protokot.

Uwaga: W stacjach roboczych IndiMag 48 i IndiMag 48s protokét
.Pathogen” jest zainstalowany fabrycznie.
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Procedura dla stacji roboczej KingFisher Flex (lub
podobne))

1.

Przed uzyciem kilkukrotnie odwrdcié¢ ptytke ,Wash 1” kasety

IndiMag Pathogen KF96 Cartridge (®), tak aby kulki swobodnie
unosity sie w roztworze.

Kasety IndiMag Pathogen KF96 (®—©) w adapterze do
odwirowywania ptytek 96-dotkowych z gtebokimi dotkami
odwirowac w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez 1 minute
przy 500 x g.

Ostroznie zdja¢ folie pokrywajgca ptytke ,Lysate” kasety IndiMag
Pathogen KF96 (®).

Za pomoca pipety przeniesc¢ 200 pl probki na dno dotka ptytki
.Lysate” kasety IndiMag Pathogen KF96 (®).

Uwaga: Jesli objetos¢ prébki jest mniejsza niz 200 pl, nalezy jg
zwiekszy¢ do 200 pl, dodajgc buforu PBS.
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Tabela 3: Konfiguracja aparatu KingFisher Flex lub aparatu alternatywnego

Element, ktory

Gniazdo Komunikat tadowania Format . ,
nalezy doda¢

Load Rod Cover ptytka 96-dotkowa

6 (Zataduj ostone preta) 33Eabn?:(lml el Cover
Load Elution (Zataduj  mikroptytka 96- .
5 ptytke ,Elution”) dotkowa Elution
. ptytka 96-dotkowa
4 Coe) WIRE S (ZEZEN)  J comryoprat Wash 3
P aHiES £ dotkami
. ptytka 96-dotkowa
3 Load Wash 2 (Zataduj 7 001 1imi Wash 2
plytke ,Wash 27) dotkami
. ptytka 96-dotkowa
2 Load Wash T @a*aduj z gtebokimi Wash 1
ptytke ,Wash 1”) dotkami
. plytka 96-dotkowa
1 Load Lysate (%aiaduj z gtebokimi Lysate*
plytke ,Lysate”) dotkami

* Zawiera 200 pl probki i 500 pl buforu Lysis Buffer

5. Doda¢ po 500 ul buforu Lysis Buffer do kazdej prébki na ptytce
,Lysate” kasety IndiMag Pathogen KF96 (®).

6. Ostroznie zdjgc¢ folie pokrywajaca pozostate ptytki kasety IndiMag
Pathogen KF96 (®—@).

7. Natychmiast zatadowa¢ przygotowane ptytki do systemu do
oczyszczania, zatadowac ptytke z ostonami pretéw magnetycznych
i uruchomic¢ odpowiedni protokot.
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Rozwigzywanie probleméw

Ta czes¢ instrukcji moze okaza¢ sie pomocna podczas rozwigzywania
jakichkolwiek zaistniatych probleméw.

W celu uzyskania dodatkowych informacji lub pomocy nalezy
skontaktowac sie z dziatem pomocy firmy INDICAL za posrednictwem
adresu e-mail support@indical.com.

Komentarze i wskazéwki

Niski uzysk DNA i RNA

1 Niepetna liza probki

W przypadku DNA niektorych wiruséw i bakterii
zastosowanie wyzszej temperatury moze poprawi¢
wydajnosc¢ lizy. W tym celu dostepny jest protokot
lizy wykonywanej poza aparatem. Aby uzyskac
wiecej informacji, nalezy skontaktowac sig z dziatem
pomocy firmy INDICAL za posrednictwem adresu e-
mail support@indical.com.

2 Bufor do elucji jest
zanieczyszczony RNazg

Nalezy uwazac, aby nie zanieczysci¢ materiatu
RNazami, ktére mogg doprowadzi¢ do degradacji
wirusowego RNA. W przypadku zanieczyszczenia
RNazg nalezy powtérzy¢ procedure oczyszczania,
uzywajgc nowych prébek.

3 Kwasy nukleinowe w
probkach ulegty
degradaciji przed
przeprowadzeniem
oczyszczania

Probki zostaty poddane wigcej niz jednemu cyklowi
zamrazania-rozmrazania lub byly przechowywane w
temperaturze pokojowej (15—25°C) przez zbyt dtugi
czas. Nalezy zawsze uzywac swiezych prébek lub
probek, ktére byty rozmrazane tylko jeden raz.
Powtérzyc¢ protokédt oczyszczania, uzywajac nowych
probek.

Niska wydajnos¢ DNA lub RNA w dalszych procedurach analitycznych

lub RNA w eluacie

1 Niewielka ilos¢/brak DNA

Mozliwe przyczyny opisano w powyzszej czesci
,Niski uzysk wirusowego DNA i RNA”. Jedli jest to
mozliwe, zwigkszyc ilos¢ eluatu dodawanego do
reakcji.
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2 Przeniesienie czgstek
magnetycznych

Ewentualne przeniesienie czgstek magnetycznych
do eluatéw nie wptywa na wigkszos¢ dalszych
procedur analitycznych. Stopien przenoszenia
czgstek magnetycznych mozna zminimalizowac
poprzez umieszczenie mikroptytki zawierajacej
eluaty na odpowiednim magnesie (np. 96-Well
Magnet Type A lub 12-Tube Magnet) na 1 minute, a
nastepnie przeniesienie eluatow do czystej
mikroptytki. Jesli odpowiedni magnes nie jest
dostepny, nalezy odwirowa¢ mikroptytke zawierajgca
eluaty przez 1 minute przy maksymalnej predkosci,
aby osadzi¢ wszelkie pozostate czastki
magnetyczne, a nastepnie przenies¢ supernatant do
czystej mikroptytki.

3 Nadmiar eluatu w reakcji
amplifikacji

Okresli¢ maksymalng objetos¢ eluatu odpowiednig
dla danej reakcji amplifikacji. Odpowiednio
zwiekszy¢ lub zmniejszy¢ objetos¢ eluatu dodawang
w reakcji amplifikacji.

4  Degradacja RNA

Do degradacji RNA w oryginalnej probce mogto
dojs$¢ z powodu obecnosci RNaz. Upewnic sig, ze
probki sg przetwarzane natychmiast po pobraniu lub
wyjeciu z miejsca przechowywania. Powtérzy¢
protokdt oczyszczania, uzywajgc nowych probek.

5 Kwasy nukleinowe w
probkach ulegty
degradaciji przed
przeprowadzeniem
oczyszczania

Probki zostaty poddane wigcej niz jednemu cyklowi
zamrazania-rozmrazania lub byly przechowywane w
temperaturze pokojowej (15-25°C) przez zbyt dtugi
czas. Nalezy zawsze uzywac swiezych prébek lub
probek, ktére byty rozmrazane tylko jeden raz.
Powtorzy¢ protokédt oczyszczania, uzywajgc nowych
probek.

6 Inhibicja reakcji PCR

Niektore typy probek (np. zwierzece prébki krwi
petnej lub katu) mogg zawiera¢ duze ilosci
inhibitorow reakcji PCR. Bez zastosowania
odpowiednich metod obrobki catkowite usuniecie
inhibitoréow moze nie by¢ mozliwe. Zmniejszy¢
wejsciowq ilos¢ probki i/lub ilos¢ eluatu dodawanego
w reakcji amplifikaciji.
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Informacje dotyczace zamawiania

Nazwa produktu Nr kat.

IndiMag Pathogen IM48 Cartridge (2 x 24) SP947654P224
IndiMag Pathogen IM48 Cartridge (6 x 8) SP947654P608
IndiMag Pathogen KF96 Cartridge (1 x 96) SP947855P196
IndiMag 48s IN943048
IndiMag 48 PW Rod cover (672) PW940237
intype IC-DNA 1C289980
intype IC-RNA 1IC289970

Firma INDICAL oferuje szerokg game gotowych do uzycia zestawéw
ELISA, oznaczen gPCR/ RT-gPCR oraz odczynnikéw przeznaczonych
do oznaczania konkretnych patogenow.

Aby zoptymalizowaé przebieg pracy oraz sprosta¢ wymaganiom
zwigzanym z przetwarzaniem prébek i przepustowoscig, firma INDICAL
oferuje rowniez aparaty i zestawy do wydajnej izolacji kwaséw
nukleinowych z roznych typéw probek.

Aby uzyskac¢ wiecej informacji na temat produktéw bactotype, cador,
cattletype, flocktype, IndiMag, IndiSpin, intype, pigtype i virotype nalezy
odwiedzi¢ strone www.indical.com.

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia
odpowiedzialnosci dla poszczegdélnych produktéw znajdujg sie w
instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika odpowiedniego produktu
firmy INDICAL.
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Umowa ograniczonej licencji dla kasety IndiMag Pathogen Cartridge

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgepujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejsza
instrukcjg i wytgcznie ze sktadnikami znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma INDICAL nie udziela zadnej licencji w
zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze sktadnikami nienalezgcymi do zestawu z
wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz dodatkowych
protokotach dostepnych na stronie www.indical.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez
uzytkownikéw rozwigzan INDICAL z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan INDICAL. Takie protokoty nie zostaty
doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firmeg INDICAL. Firma INDICAL nie gwarantuje, ze
nie naruszajg one praw os6b trzecich.

2. Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma INDICAL nie udziela gwarancji, Zze niniejszy zestaw i/lub jego
uzytkowanie nie narusza praw oséb trzecich.

3. Zestaw oraz jego sktadniki sg przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywac,
regenerowaé ani odsprzedawac.

4. Firma INDICAL nie udziela innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na
podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢ do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci
wymienionych powyzej. Firma INDICAL moze egzekwowac przestrzeganie zakazéw niniejszej Umowy ograniczonej
licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztow
sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowienn Umowy ograniczonej licencji lub
wszelkich praw wtasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencji sg dostgpne na stronie www.indical.com.

Znaki towarowe: bactotype®, cador®, cattletype®, flocktype®, IndiMag®, IndiSpin®, intype®, pigtype®, virotype® (INDICAL
BIOSCIENCE GmbH); MagAttract®, QIAGEN® (QIAGEN Group, Hilden, Niemcy). Zarejestrowane nazwy, znaki
towarowe itp. wykorzystane w niniejszym dokumencie, nawet jesli nie sg specjalnie oznakowane, nie mogg by¢
uznawane jako prawnie niechronione.

HB-2552-EN-002 © 2020-2021 INDICAL BIOSCIENCE GmbH, wszelkie prawa zastrzezone.

Indeks zmian
Instrukcja obstugi Wersja Zmiana
HB-2552-EN-002 Wrzesien 2021 r. Ponowne wprowadzenie produktu
na rynek
HB-2552-EN-001 Sierpien 2020 r. Wprowadzenie produktu na rynek

I N D I C A L Sktadanie zaméwien: www.indical.com/contact
Pomoc techniczna: support@indical.com

BIOSCIENCE Strona WWW: www.indical.com
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