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Dulezité poznamky

Dékujeme Vam, Ze jste si zakoupili univerzalni sadu InviSorb® Spin od spole¢nosti Invitek
Diagnostics.

Produkt slouzi k manualni izolaci nukleovych kyselin (genomové DNA, bakterialni DNA,
virové DNA/RNA) z rtiznych klinickych vzorkd pomoci technologie Spin Column.

POZOR! Nespravna manipulace a pouziti k jinému nez zamyslenému Uuc€elu mulze zpusobit
nebezpeci a poSkozeni. Proto vas zadame, abyste si pfecCetli tento navod k pouziti a peclivé jej
dodrzovali. Méjte jej vzdy po ruce. Abyste predesli zranéni osob, dodrzujte také bezpec€nostni
pokyny.

VSechny verze navodu k pouziti naleznete ke stazeni na nasich webovych strankach nebo si
je muzete vyzadat u nas: www.invitek.com.

Kontaki:
Technicka podpora:

techsupport@invitek.com

NEMECKO
Robert-Rossle-Str. 10, 13125 Berlin, Némecko
+ 49 30 9489 2908

PORTUGALSKO
Zona Industrial de Tondela, ZIM Il, Lote 6, 3460-070 Tondela, Portugalsko
+351 232 817 817

© 2024 Invitek Molecular, vSechna prava vyhrazena.

Souprava je v souladu s NARIZENIM (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prosttedcich in vitro. Neni v&ak
uréena pro diagnostiku in vitro v zemich, kde NARIZENI (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prosttedcich in
vitro neni uznavano.

Ochranné znamky: InviSorb® , PSP® , InviMag® , Eppendorf® . Registrované zna¢ky, ochranné znamky atd. pouZité
v tomto dokumentu, i kdyZ nejsou vyslovné takto oznaceny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.

InviGenius® , InviMd®y, InviSo®, Invitdk, InviTrdd, MSB, PSP, RTP jsou registrované ochranné znamkgpoleénosti
Invitek Molecular GmbH.
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1. Bezpeénostni pokyny

Ujistéte se, Ze kazdy uzivatel vyrobku obdrzel pokyny tykajici se obecnych bezpecnostnich
postupl pro laboratofe a bezpeénostni informace uvedené v tomto dokumentu.

¢ Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZivejte ochranny odév, jednorazove rukavice a
ochranné bryle.

¢ Mezi jednotlivymi pfenosy kapalin vzdy vyménte pipetovaci Spicky. Aby se zabranilo
kfizové kontaminaci, doporu€ujeme pouzivat pipetovaci Spi¢ky s aerosolovou
bariérou.

¢ Spotfebni material nepouZivejte opakované.

¢ Pokud dojde ke kontaminaci rukavic, zlikvidujte je.

* Nekombinujte sou€asti riznych sad, pokud nejsou Cisla Sarzi shodna.

* Zabrante mikrobialni kontaminaci reagencii soupravy.

¢ Aby se minimalizovalo riziko infekce potencialné infekEnim materialem, doporucujeme
pracovat v laminarnim proudéni vzduchu az do chvile dokud nejsou vzorky lyzovany.

Pfed manipulaci s chemickymi latkami si pfectéte vSechny pfislusné bezpecnostni listy
(MSDS) a porozuméijte jim. Ty jsou k dispozici online na adrese www.invitek.com.

Zbytky soupravy a odpadni kapaliny zlikvidujte v souladu s pfedpisy vasi zemé&, opét viz
bezpecénostni list. Spole¢nost Invitek Molecular netestovala kapalny odpad vznikly pouzitim
soupravy na pfitomnost zbytkl infekénich materiald. Kontaminace tekutého odpadu
zbytkovymi infek&nimi materialy je velmi nepravdépodobnad, ale nelze ji zcela vyloucit. Proto
je tfeba kapalny odpad povazovat za infekéni a je tfeba s nim nakladat a likvidovat jej v
souladu s mistnimi bezpe€nostnimi pfedpisy.

Rizikové a bezpecnostni véty Evropského spolecenstvi pro soucasti sady InviSorb® Spin
Universal Mini Kit, na které se vztahuji, jsou uvedeny nize:

Proteinaza K

@ Nebezpedi

Standardni véty o nebezpecnosti (H-véty)

H315 - ZplUsobuje podrazdéni kuze.

H319 - Zplsobuje vazné podrazdéni oci.

H334 - Pfi vdechovani mdze vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu nebo dychaci potize.

H335 - Muze zpusobit podrazdéni dychacich cest.

Preventivni prohlaseni

P261 - Nevdechujte prach/dym/plyn/hmlu/vypary/aerosol.

P284 - Pouzivejte ochranu dychacich cest.

P302+P352 - PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnoZstvim vody.

P304+P340 - PRI VDECHNUTI: V pfipadé vdechnuti: odvedte osobu na &erstvy vzduch a zajistéte
pohodli pro dychani.

P305+P351+P338 - PRI VSTRIKNUTI DO OCIi: Opatrné nékolik minut vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢oc¢ky, jsou-li pfitomny a lze-li to snadno provést. Pokracujte ve vyplachovani.

P501 - Odstrarite obsah/kontejner do sbérného mista nebezpeéného nebo zvlastniho odpadu v
souladu s mistnimi, regionalnimi, narodnimi a/nebo mezinarodnimi pfedpisy.
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Lyzaéni pufr HLT

: : Varovani

Obsahuje guanidiniumchlorid

Standardni véty o nebezpeénosti (H-véty)

H302 - Zdravi Skodlivy pfi poZiti.

H315 - ZplUsobuje podrazdéni kuze.

H319 - ZpUsobuje vazné podrazdéni oci.

Preventivni prohlaseni

P301+P312 - PRI POZITi: Pokud se necitite dobfe, zavolejte TOXIKOLOGICKE STREDISKO nebo Iékare.
P302+P352 - PRI KONTAKTU S KUZi: Omyjte velkym mnoZstvim vody.

P305+P351+P338 - PRI ZASAZENI OCIi: Opatrné nékolik minut vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni
Cocky, jsou-li pfitomny a Ize-li to snadno provést. Pokracuijte ve vyplachovani.

P362+P364 - Kontaminovany odév pred dalSim pouzitim svléknéte a vyperte.

P501 - Odstrarite obsah/kontejner do sbérného mista nebezpeéného nebo zvlastniho odpadu v souladu s
mistnimi, regionalnimi, narodnimi a/nebo mezinarodnimi pfedpisy.

Tisnové lékarské informace lze ziskat 24 hodin denné na strankach infotrac,
www.infotrac.net:

mimo USA: 1-352-323 -3500
v USA: 1-800 - 535 - 5053
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2. Informace o vyrobku
21 Obsah sady

50 izolaci

250 izolaci

Katalogové ¢Cislo

1050100200

1050100300

Lyzaéni pufr HLT

15 ml / lahvi¢ka

60 ml / lahvi¢ka

Proteinaza K

1 lahvi¢ka pro 1,1 ml
pracovniho roztoku

3 lahvi¢ky pro 3 x 2 ml
pracovniho roztoku

Nosna RNA

1 lahvi¢ka pro 1,2 ml
pracovniho roztoku

3 lahvi¢ky pro 3 x 2 ml
pracovniho roztoku

Voda bez RNazy

2 x 2 ml/ lahvi¢ka

15 ml / lahvi¢ka

Roztok pro zajisténi vazby
NK na membranu (naplrite
99,7% izopropanolem)

prazdna lahev
(konecny objem 15 ml)

prazdna lahev
(konecny objem 80 ml)

Promyvaci pufr HLT

30 ml / lahvicka
(kone&ny objem 50 ml)

105 ml / lahvi¢ka
(konec¢ny objem 175 ml)

Promyvaci pufr

2 x 18 ml/ lahvicka
(kone€ny objem 2 x 60 ml)

2 x 60 ml / lahvi¢ka
(konecny objem 2 x 200 ml)

Eluéni pufr M 30 ml / lahvicka 120 ml / lahvicka

Sada filtri RTA Spin 50 kusu 5 x 50 kusu

Eluéni zkumavka RTA 2 x 50 kusu 10 x 50 kusU

1,5 ml pfijimaci zkumavky 50 kusu 5 x 50 kust

Zkumavky Safe-Lock o 50 kusu 5 x 50 kust

objemu 2,0 ml

Kratky protokol 1 letak 1 letak
Univerzalni sada InviSorb® 5 EN-v3-2024
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2.2 Reagencie a vybaveni k zajiSténi uzivatelem
Laboratorni vybaveni:

» Mikrocentrifuga (vSechny protokoly byly ovéieny na centrifuze 5415 D Eppendorf).
» Volitelné: centrifuga na 15 nebo 50 ml

e Termo tfepacka (37 °C - 95 °C)

e Odmeérny valec (250 ml)

» Jednorazové rukavice

* Pipeta a pipetovaci Spicky

e Vortex mixér

e Reakéni zkumavky (1,5 ml, 2,0 ml)

Kapaliny a rozpoustédia:

Voda bez DNazy/RNazy nebo 1 x PBS pro Upravu objemu vzorku

96 - 100 % ethanol (nedenaturovany)

Isopropanol*®

Volitelné (pro respiracni vzorky s vysokou viskozitou): nasyceny roztok acetylcysteinu
(ACC) (200 mg/ml).

» Volitelné: Lysozym (10 mg/ml)

*Sada je validovana s 2-propanolem; Rotipuran® >99,7 %, p.a., ACS, ISO (obj. ¢. 6752) od
firmy Carl Roth.

*Mozni dodavatelé isopropanolu:

Carl Roth Applichem Sigma
2-propanol 2-Propanol fur die Molekularbiologie 2-propanol
Rotipuran® >99,7 %, p.a., ACS, Obj. ¢. A3928 Ob;j. €. 59304-1L-F
ISO Obj. ¢. 6752

2.3 Skladovani, vzhled a trvanlivost
Doba pouzitelnosti: VSechny pufry a soucasti soupravy by mély byt skladovany pfi pokojové
teploté a jejich doba pouzitelnosti je uvedena na vnéjSim Stitku soupravy.
Po otevieni maiji jednotlivé slozky soupravy, stejné jako slozky pfipravené pfed prvnim
pouzitim, dobu pouzitelnosti 3 mésice.
Pfed kazdym pouzitim se ujistéte, ze vSechny soucasti maji pokojovou teplotu. Vyskytuji-li se v
roztocich srazeniny souvisejici s teplotou, rozpustte je opatrnym zahratim (az na 30 °C).
Pokojova teplota (RT) je definovana jako rozmezi 15-30 °C.

Promyvaci pufr: po pfidani ethanolu by mél byt pevné uzavien a skladovan pfi pokojové
teploté.

Promyvaci pufr HLT a roztok pro zajisténi vazby NK na membranu: po pfidani
isopropanolu by mély byt pevné uzavieny a skladovany pfi pokojoveé teploté.

Nosna RNA: po rozpusténi ve vodé bez DNazy/RNazy musi byt nosna RNA skladovana pfi
teploté - 20 °C.

Proteinaza K: po rozpusténi ve vodé bez DNazy/RNazy Ize Proteinazu K skladovat pfi teploté
2 - 8 °C po dobu az dvou mésicu. Pro delsi skladovani uchovavejte pfi -20 °C, zmrazte a
rozmrazte pouze jednou.

Univerzalni sada InviSorb® 6 EN-v3-2024
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24 Zamyslené pouziti

InviSorb® Spin Universal Kit je souprava pro extrakci nukleovych kyselin zaloZzena na
technologii Spin Column a ur€ena pro sou€asnou izolaci a purifikaci genomové DNA,
bakterialni DNA a virové DNA/RNA.

Soupravu lIze pouzit pro rlizné typy lidskych vzorki, jako je Cerstva nebo zmrazena Zilni plna
krev antikoagulovana EDTA nebo citratem nebo pfislusné plazmatické pfipravky, sérum,
oplachnuta tekutina z vytérd, pfedem oSetfené sputum, BAL, trachealni sekret, kultivované
bakterie, supernatant ze suspenze stolice, mozkomidni mok, supernatanty bunécnych kultur,
biopticky material/tkan, mo¢ a dal§i bezbunééné téini tekutiny.

Pfipravek neni uren k pouziti s heparinizovanymi vzorky krve. Vyrobek je uréen pouze pro

profesionaly, jako jsou laboratorni technici, Iékafi a biologové vySkoleni v molekularné
biologickych technikach a diagnostickych postupech in vitro.

2.5 Informace o vyrobku a specifikace

Vychozi material Vynos Kvalita Cas
AZ 200 pl
- Sérum, plazma, jiné V zavislosti genomova DNA | cca 30 minut
bezbunééné téln;' tekutiny na vzorku z krve: pro 12 vzork(
Mo& ’ (skladovani a zdroj) Ao : Azgo (bez lyzy)
1.8-2.1

* stéry (suché, stabilizované)

« supernatant ze suspenzi Plna krev: v primeéru | jing typy vzorkd:

stolice 1 ug DNA v zavislosti na
t k

« kultivované bakterie yle,JI(;/VZ;Crhu,

« trachealni sekret, BAL, nukleovych

sputum kyselinach.

* supernatant bunécné kultury
AZ 100 pl:
« Gerstva nebo zmrazena krev

(stabilizovana EDTA/citratem,
ale ne heparinem).

Az 10 mg vzorku tkané

Vytéznost a kvalita purifikovanych nukleovych kyselin zavisi na typu vzorku, zdroji vzorku,
prepravé, skladovani, stafi, titru viru a u krevnich vzorka také na poctu leukocyta.

Pro stanoveni vytéznosti je nutno zohlednit, ze nukleové kyseliny purifikované touto
soupravou obsahuji nosnou RNA (5 pg na 200 pl vzorku), ktera tvofi vétSinu nukleovych
kyselin pfitomnych v eluatu. Zejména virové nukleové kyseliny z biologického vzorku jsou
obvykle velmi malo koncentrované, a proto je téméF nemozné je kvantifikovat fotometricky.
Pro stanoveni vytéZnosti se doporucuje kvantitativni RT-PCR.

Univerzalni sada InviSorb® 7 EN-v3-2024
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Univerzalni sada InviSorb® Spin poskytuje Ucinny postup izolace vysoce kvalitnich
nukleovych kyselin. Souprava je urena pro souc€asnou izolaci virové DNA/RNA, bakterialni
DNA a genomové DNA pomoci protokolu lyse-bind-wash-elute Spin Column.

Souprava je validovana pro pocty leukocytd 3x10% - 1x107 bunék/ml. P¥ili§ vysoké pocty
bunék mohou vést k ucpani spinového filtru RTA a tim k nezadoucim uc¢inkim na purifikacni
proces. Doporu€ujeme proto zvazit vstupni objem vzorku jako parametr pfi realizaci vaseho
diagnostického protokolu in vitro. V pfipadé potfeby Ize vzorky pFed izolaci a purifikaci
pfedem nafedit PBS nebo vodou bez DNazy/RNazy.

Nasledné aplikace:

VytézZnost a kvalita izolovanych nukleovych kyselin jsou obecné vhodné pro fadu molekularné
diagnostickych aplikaci, jako jsou techniky PCR, NGS, hybridiza¢ni metody a HLA typizace.
Nasledné aplikace by mély byt provadény podle specifikaci pfislusnych vyrobcu.

2.6 Princip a postup

1. Lyze vzorku
Vzorky se lyzuji pfi zvySené teploté. Lyza se provadi v pfitomnosti lyzacniho pufru HLT,
proteinazy K a volitelné lysozymu k rozbiti bunéénych stén bakterii a k rozkladu proteind.

Pfridavek nosné RNA je nutny pro zvy3eni a stabilizaci obnovy virové DNA/RNA a pro
purifikaci velmi malych mnoZstvi virovych nukleovych kyselin.

2. Nsvazani nukleovych kyselin
Pfidanim vazebného roztoku k lyzatu se upravi optimalni vazebné podminky. Kazdy lyzat se
poté nanese na spinovy filtr RTA a nukleové kyseliny se adsorbuji na membranu.

3. Promyvani pro odstranéni zbytkovych ne€istot
Kontaminanty jsou uc¢inné odplaveny pomoci promyvaciho pufru HLT a promyvaciho pufru,
zatimco nukleové kyseliny zlUstavaji vazany na membrané.

4. Eluce nukleovych kyselin
Nukleové kyseliny se eluuji ze spinového filtru RTA pomoci 100-200 pl eluéniho pufru M.

Univerzalni sada InviSorb® 8 EN-v3-2024
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3. Extrakce nukleovych kyselin pomoci univerzalni sady InviSorb® Spin

3.1 Pred zahajenim protokolu

Pfi prvnim pouziti soupravy je nezbytné ovéfit, ze jsou v§echny pufry a Cinidla pfipraveny podle
pokynu:

Priprava pufru pred prvnim pouzitim: 50 reakci

Nosna RNA: Lyofilizovanou nosnou RNA v lahvi¢ce resuspendujte pfidanim 1,2 ml vody bez
DNazy/RNazy a dukladné promichejte, dokud se zcela nerozpusti (nejméné 1 minutu).

Proteinaza K: Resuspendujte lyofilizovanou Proteinazu K pfidanim 1,1 ml vody bez
DNazy/RNazy do lahvi¢ky, dukladné promichejte do Upiného rozpusténi.

Roztok pro zajisténi vazby NK na membranu (prazdna lahvi¢ka): Lahvic¢ku naplrite 15 ml
99,7% isopropanolu (v kvalité pro molekularni biologii) a vzdy ji pevné uzaviete.

Promyvaci pufr HLT: Do lahvi¢ky pfidejte 20 ml 99,7% isopropanolu. Dukladné promichejte,
lahvicku vzdy pevné uzavrete.

Promyvaci pufr: Do lahvi¢ky pfidejte 42 ml 96-100% etanolu. Dikladné promichejte, lahvicku
vzdy pevné uzavriete.

Priprava pufru pred prvnim pouzitim: 250 reakci

Nosna RNA: Piidanim 1 ml vody bez DNazy/RNazy do lahvi¢ky resuspendujte lyofilizovanou
nosnou RNA a dukladné promichejte, dokud se zcela nerozpusti (nejméné 1 minutu), poté
pfidejte dalSi 1 ml vody bez DNazy/RNazy.

Proteinaza K: Resuspenduijte lyofilizovanou Proteinazu K pfidanim 2 ml vody bez
DNazy/RNazy do lahvicky, dikladné promichejte do uplného rozpusténi.

Roztok pro zajisténi vazby NK na membranu (prazdna lahvi¢ka): Do lahvic¢ky naplite 80 ml
99,7% isopropanolu (v kvalité pro molekularni biologii).

Promyvaci pufr HLT: Do lahvi¢ky pfidejte 70 ml 99,7% isopropanolu. Dukladné promichejte,
lahvi¢ku vzdy pevné uzaviete.

Promyvaci pufr: Do lahvi¢ky pfidejte 140 ml 96-100% etanolu. Dikladné promichejte, lahvi¢ku
vzdy pevné uzavrete.

e Termo tfepacku nastavte na 65 °C.

e Zahfejte potfebné mnozstvi Elution Buffer M na teplotu 65 °C
(na jeden vzorek je potfeba 50 - 200 pl Elution Buffer M).

o Urcete poCet pozadovanych reakci v€etné kontrol a oznacte potiebné mnozstvi RTA Spin
Filtrd (vicko) a potfebné mnozstvi 1,5 ml pfijimacich zkumavek (na vzorek: je potfeba 1
pfijimaci zkumavka).

Master mix

Pro snadnéjsi manipulaci doporu€ujeme pfipravit master mix sestavajici z lyzacniho pufru
HLT, proteinazy K a pfipadné nosné RNA. P¥i pfipravé master mixu se doporucuje pfipravit
objem, ktery pfevySuje celkovy pocet reakci 0 5 %.

Master mix pfipravujte vZzdy Cerstvy a kratce pfed pouzitim.

Univerzalni sada InviSorb® 9 EN-v3-2024
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Izolace genomové DNA, bakterialni DNA a virové DNA/RNA:
Na jeden vzorek je tfeba 200 pl lyzaéniho pufru HLT, 20 pl proteinazy K a 20 ul nosné RNA.

Izolace genomové DNA:
Na jeden vzorek je zapotiebi 220 pl lyza¢niho pufru HLT a 20 pl proteinazy K. Pouziti nosné
RNA neni nutné.

Kontrola extrakce

Optimalni mnozstvi kontroly extrakce pro konkrétni navazujici aplikace urc€ite podle pokyn
vyrobce.

Nizké objemy kontrolni extrakce (DNA nebo RNA) musi byt kombinovany s dodanou nosnou
RNA v jedné smési. Injekéni lahviCky s nosnou RNA obsahuji 1,2 ml nebo 2,0 ml zasobniho
roztoku v zavislosti na velikosti baleni. Pfidejte pfisluSné mnozstvi kontrolni nukleové
kyseliny pro extrakci k Nosné RNA, pokud je nutny velky objem (> 25 % celkového objemu
Nosné RNA), nahradte pfi fedéni Nosné RNA pfisluSnym mnozstvim vody bez DNazy/RNazy.

3.2 Odbér vzorku a skladovani vychoziho materialu

Pro dosazeni reprodukovatelnych a vysokych vytézku je zasadni spravné skladovani vzorku.
Vytéznost se mulze liSit v zavislosti na faktorech, jako je zdravotni stav darce, stafi vzorku,
typ vzorku, transport a skladovani.

Je tfeba se vyhnout opakovanym cyklim zmrazovani a rozmrazovani vzorkl, aby se
zabranilo degradaci nukleovych kyselin. Obecné plati, Ze nejlepsSich vysledkd se dosahuje pfi
pouziti Cerstvych vzorkd. DoporuCuje se vzit v Uvahu technické pokyny, jako jsou napf.
normy CEN/TS a ISO, tykajici se procesu pfedbézného vySetfeni pro molekularni
diagnostiku v ramci IVDR, jak je zdiraznéno v G. Dagher, et al. (https://doi.org/10.1016/
{-.nbt.2019.05.002).

Sérum, plazma, jiné télni tekutiny bez bunék: K extrakci Ize pouzit sérum nebo plazmu z
venozni piné krve (oSetfené antikoagulanty, jako je EDTA nebo citrat, ale ne heparinem),
vzorky synovialni tekutiny nebo jiné bezbunécné télni tekutiny. Plna krev by se neméla
vortexovat, aby se zabranilo hemolyze. Pfed centrifugaci nechte zkumavky se sérem
alesponi 30 minut odstat. Pfi pfipravé séra nebo plazmy postupujte podle pokynl systému
pro odbér krve. DoporuCuje se oddélit plazmu/sérum centrifugaci do 12 h. Supernatanty
ziskané pomoci systéml bez gelového separatoru by mély byt prevedeny do Cerstvych
zkumavek. Pro kratkodobé skladovani Ize vzorky uchovavat 1-2 hodiny na ledu. Po dobu az
24 h Ize vzorky uchovavat pfi -20 °C. Pro dlouhodobé skladovani se doporuéuje zmrazeni
vzorku v alikvotech pfi -80 °C. Opakované cykly zmrazovani a rozmrazovani mohou
negativné ovlivnit integritu vzorku a zplsobit napf. denaturaci/precipitaci proteind, coz mize
mit za nasledek snizeni vytéznosti, kvality nebo pFitomnost virovych titrd. Kromé toho mohou
problémy zpUsobit kryoprecipitaty, které se tvofi béhem cykll rozmrazovani a zmrazovani.
Pokud se objevi kryoprecipitat, odstfedte jej pfi 6 800 x g po dobu 3 min. Ciry supernatant by
mél byt okamzité pouzit.

Krev: Krevni vzorky (stabilizované EDTA nebo citratem, ale ne heparinizované) Ize
skladovat pfi pokojové teploté po dobu 2-3 hodin. Pro kratkodobé skladovani (do 24 hodin)
by vzorky mély byt skladovany pfi teploté 2-8 °C. Pro dlouhodobé skladovani se doporucuje
vzorky zmrazit pfi -20 °C nebo -80 °C.
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Stéry:
Suché stéry: pfipravte vzorky podle popisu v pfislusné metodé pfipravy vzorkl. Skladujte v
suchu pfi teploté 4-8 °C.

Stéry ve stabilizacnim médiu: se stabilizaéni tekutinou Ize zachazet jako s bezbunécénou téini
tekutinou. Upozorfiujeme, ze néktera stabilizacni €inidla mohou zpulsobit snizeni vytéznosti z
ddvodu nekompatibility s chemickymi latkami pouzitymi v soupravé. Skladujte podle
pozadavku vyrobce.

Vzorky stolice: Vzorky obsahuji DNazy a RNazy, které mohou rychle zpusobit degradaci
DNA a RNA. Proto by vzorky mély byt uchovavany zmrazené pfi teploté -80 °C.

Kultivované bakterie: Po kultivaci musi byt bakterie peletovany a zmrazeny pfi -20 °C nebo
-80 °C pro dlouhodobé skladovani. Resuspenze je popsana v pfisludné metodé pfipravy
vzorku.

Mogé: V zavislosti na titru bakterii a aplikaci se doporuCuje pocate¢ni objem 15-50 ml moci.
Vzorek odstfedte, aby se bakterie peletovaly, a supernatant zcela odstrarnte (kontaminace
mocovinou mulze inhibovat reakce PCR). Pro nékteré aplikace lze pouzit pfimo Cerstvou
mo¢. Pro dlouhodobé skladovani se doporucuje vzorky zmrazit pfi -20 °C nebo -80 °C.

Trachealni_sekret, BAL, sputum: Vzorky obsahuji DNazy a RNazy, které mohou rychle
zpUsobit degradaci DNA a RNA. Proto by vzorky mély byt uchovavany zmrazené pfi teploté
-80 °C.

Biopsie tkané: Vzorky musi byt okamzité zmrazeny a uloZeny pfi -20 °C nebo -80 °C. Je
tfeba se vyhnout opakovanému zmrazovani a rozmrazovani. Mnozstvi piecisténé DNA zavisi
na typu vychoziho materialu. Vzorek rozmrazte v lyzaéni smési.

Supernatanty bunéénych kultur: Pfipravte vzorky supernatantl stejné jako ostatni vzorky
bezbunécénych télnich tekutin popsané v pfislusné metodé pfipravy vzorkl. Pro dlouhodobé
skladovani se doporucuje vzorky zmrazit pfi -20 °C nebo -80 °C.

3.3 Priprava vychozich materialt

Dale je popsana pfiprava lyzy vzork( pro rGzné vychozi materialy. Pro pfipravu vzorki
pouzijte 2 ml zkumavky Safe-Lock, protoze jsou potfebné i v nasledném kroku lyzy. Po
pfipravé vychozich materiall viz kapitola 3.5 "Protokol: Sou¢asna izolace nukleovych kyselin
(DNA a RNA) z kapalnych vzorkl" a postupujte podle kroku 1a) - d) protokolu, pokud neni
uvedeno jinak.

3.3.1  Sérum, plazma, jiné télni tekutiny bez bunék

Pfed extrakci vzorek vzdy dobfe promichejte.
Pro extrakci pouzijte 200 pl vzorku. Pokud je objem vzorku niz8i nez 200 pl, upravte jej
pomoci PBS pufru nebo vody bez DNazy/RNazy na kone¢ny objem 200 pl.
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3.3.2 Krev

Pfed extrakci vzorek vzdy dobie promichejte.
Ztedte 100 pl Cerstvé nebo rozmrazené krve 100 ul vody bez DNazy/RNazy.

3.3.3 Stéry
a) Suché stéry

Proplachnéte tampony ve vhodnédahvi€ce v co nejmenSim objemu PBS nebo vody bez
DNazy/RNazy (pro nasofaryngealni stéry asi 400 pl, pro oralni asi 600 ul)Pfitisknéte
tampon k vnitfni sténé lahvicky, abyste ziskali co nejvice vzorku.

K extrakci pouzijte 200 pl proplachnutého roztoku.

Alternativné Ize tampony pfimo oplachnout ve smési 200 pl lyzaéniho pufru HLT, 20 pl
proteinazy K, 20 ul nosné RNA (volitelné propfipravu genomové DNA) a 200 ul vody bez
DNazy/RNazy. Inkubujte tampony 5-10 min pfi pokojové teploté, ob&as promichejte. Dbejte na
to, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci.

b) Stéry ve stabilizaénim médiu
K extrakci pouzijte 200 pl stabilizaéniho roztoku.
Néktera stabilizacni média mohou narusovat lyza¢ni reakci (pokud mate dotazy, podivejte se
do Casto kladenych otazek nebo kontaktujte podporu).

3.3.4 Vzorky stolice (supernatant)
a) Extrakce nukleovych kyselin z virt

Pro pfipravu supernatantu pfeneste 100 ul / 100 mg vzorku stolice do 2 ml lahvi¢ky a pfidejte
900 pl vody bez DNazy/RNazy. Vortexujte po dobu 30 s a nasledné provedte 1 minutovou
centrifugaci pfi 12 000 x g. Pfeneste 200 ul supernatantu do Cerstvé lahvic¢ky pro extrakci
vzorku. Vyhnéte se pfitomnosti pevnych €astic ve vzorku.

b) Extrakce bakterialni DNA
Pro pfipravu supernatantu pfeneste 100 pl / 100 mg vzorku stolice do 2 ml lahvi¢ky a pfidejte
300 pl vody bez DNazy/RNéazy. Vortexujte po dobu 30 s a poté provedte 30 s centrifugaci pfi
1000 x g.

Pfeneste 200 ul supernatantu dcerstvé lahvi¢ky pro extrakci vzorku.Vyhnéte se pitomnosti
pevnych Castic ve vzorku.

3.3.5 Kultivované bakterie

Pfeneste 1 ml bakterialni jednodenni kultury do 2,0 ml zkumavky Safe-Lock. Odstfedujte 2
minuty pfi 10 000 x g a zcela odstrarite supernatant. Resuspendujte pelet v 200 pl PBS pufru
a zacnéte extrakci vzorku.

3.3.6 Moc¢

V zavislosti na titru bakterii a aplikaci se doporucuje pocate¢ni objem 15-50 ml moéi. Vzorek
odstfedte, aby se bakterie peletovaly, a supernatant zcela odstrarite (kontaminace mocovinou
muze inhibovat reakce PCR). Pelet bakterii znovu rozpustte ve 200 pl pufru PBS. Pro nékteré
aplikace lze pouzit pfimo 200 ul Cerstvé modi.
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3.3.7 Trachealni sekret, BAL, sputum
a) Neviskozni nebo nizkoviskézni vzorky

Pred extrakci vzorek vzdy dobfe promichejte.
Pro extrakci pouzijte 200 pl vzorku. Pokud je objem vzorku niz8i nez 200 pl, upravte jej pomoci
PBS pufru nebo vody bez DNazy/RNazy na konecny objem 200 ul.

b) lzolace bakterialni DNA z viskéznich vzorku
Pfeneste 150 ul vzorku sputa nebo 1 ml trachealniho sekretu nebo BAL do zkumavky Safe-
Lock a pfidejte 150 ul nebo 1 ml nasyceného roztoku acetylcysteinu (ACC) (pomér vzorku a
pufru musi byt 1:1).
Inkubuijte 10 minut pfi 95 °C za stalého protfepavani.
Odstfedujte pfi 10 000 x g po dobu 5 min. Supernatant zlikvidujte.
Resuspendujte bakterialni pelety v 200 ul PBS nebo vody bez DNazy/RNazy a pokracujte v
extrakci vzorku.

c) Izolace virové DNA/RNA z viskéznich vzorku
Pfeneste 150 pl vzorku do zkumavky Safe Lock a pfidejte k nému 150 pl nasyceného roztoku
acetylcysteinu (ACC) (pomér vzorku a pufru musi byt 1:1).
Inkubujte 10 minut pfi 95 °C za stalého protfepavani.
Nechte vzorek vychladnout.
Pro extrakci pouzijte 200 pl vzorku.

3.3.8 Biopsie tkané

Pfeneste 1 - 10 mg vzorku tkanové biopsie do 2,0 ml zkumavky Safe-Lock apfidejte 200 pl
vody bez DNazy/RNazy nebo PBS, 200 ul lyzacniho pufru HLT, 20 pl nosné RNA (volitelné,
pro vzorky s nizkym obsahem DNA/RNA) a 20 pl Proteinazy K ke kazdému vzorku.

Pro rozruseniobtizné lyzovatelnych tkani, jako jsou chrupavky, ledviny a srdecni sval, se
doporucuje pouzit zirkonové kuli¢ky (k dispozici samostatné).

Po mechanickém oSetfeni inkubujte 10 minut pfi 65 °C za stalého protfepavani.

Inkubujte 10 min pfi 95 °C za stalého tfepani.

Odsttedujte 1 minutu pfi 10 000 x g a pfeneste supernatant do nové zkumavky.

Pokradujte v extrakénim protokolu v kroku 2 a pfidejte vazebni roztok.

3.3.9 Supernatanty bunéénych kultur

Pro extrakci pouzijte 200 pl vzorku.
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3.4 Kratky protokol InviSorb® Spin Universal Kit

Vzorky Lyse

Informace o pfedupravé konkrétniho vzorku viz kapitola 3.3 "PFfiprava
vychoziho materialu”.
1.a) Purifikace bakterialnich nukleovych kyselin
Smichejte 200 ul vzorku* s 20 pl lysozymu v 2,0 ml zkumavce Safe-Lock
Inkubuijte 10 min pfi 37 °C.
Pridejte 20 pl nosné RNA, 200 pl lyzaéniho pufru HLT a 20 ul proteinazy K
Inkubujte 15 minut pfi teploté 65 °C a tfepejte.

1.b) Soucasna purifikace bakterialnich a virovych nukleovych kyselin

Smichejte 200 ul vzorku* s 20 ul lysozymu v 2,0 ml zkumavce Safe-Lock
Inkubuijte 10 min pfi pokojové teplotsg.
PFidejte 20 pyl nosné RNA, 200 pl lyzaéniho pufru HLT a 20 yl proteinazy K
Inkubuijte 10 minut pfi 65 °C a tfepejte
Inkubuijte 10 minut pfi 95 °C a tfepejte.

1.c) Purifikace virovych nukleovych kyselin
Smichejte 200 pl vzorku* s 200 pl lyzaéniho pufru HLT, 20 yl nosné RNA a
20 pl proteinazy K v 2,0 ml zkumavce Safe-Lock
Inkubuijte 10 minut pfi 65 °C a tfepejte.
Inkubuijte 10 minut pfi 95 °C a tfepejte.

1.d) Purifikace genomové DNA

Smichejte 200 ul vzorku* s 220 pl lyzaéniho pufru HLT a 20 pul proteinazy K
v 2,0 ml zkumavce Safe-Lock

Inkubujte 10 min pfi 65 °C a tfepejte.

Inkubuijte 10 minut pfi 95 °C a tfepejte (u krevnich vzorku vynechte).

*Pokud je objem vzorku mensi nez 200 pl, upravte jej pomoci PBS nebo vody
bez DNazy/RNazy.

Vazba nukleovych kyselin

2. Pridejte 260 pl roztoku pro navazani NK na membranu, promichejte
pipetova-nim nahoru a dold nebo vortexovanim.
- Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.
Pfeneste vzorek do filtraéni sady RTA Spin Filter Set.
Odstfedujte 1 minutu pfi 11 000 x g.
Vyhodte pfijimaci zkumavku RTA s filtratem a vlozte filir RTA Spin do nové
eluéni zkumavky RTA.

Promyvani pro odstranéni zbytkovych necistot

3. Pfidejte 600 pl promyvaciho pufru HLT, odstfedte 1 minutu pfi 11 000 x g
Vyhodte zkumavku s filtrdtem a vioZte filtr RTA Spin do nové eluéni
zkumavky RTA.

s 4. Pridejte 700 uyl promyvaciho pufru, odstfedujte 1 minutu pfi 11 000 x g.
- Zlikvidujte filtrat a vlozte filtr RTA Spin zpét do elu¢ni zkumavky RTA.

Zopakuijte promyvaci krok.

Odstfedujte 5 minut pfi maximalnich otackach, abyste odstranili zbytkovy
etanol.
Elu€ni zkumavku RTA vyhodte.

Eluce nukleovych Kyselin

7. Umistéte spinovy filtr do 1,5 ml elu¢ni zkumavky. Pfidejte 50-200 ul eluéniho
pufru M (pfedehfatého na 65 °C) pfimo na spinovy filtr RTA. Inkubujte 1 minutu
pfi pokojové teploté a odstfedujte 1 minutu pfi 11 000 x g. Vyhodte spinovy filtr
RTA a ulozte eluované nukleové kyseliny na led.
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3.5 Protokol: Sou€asna izolace nukleovych kyselin (DNA a RNA) z
kapalnych vzorki

Informace o predupravé konkrétniho vzorku naleznete v kapitole 3.3 "Pfiprava vychoziho
materialu".

1.a) Lyza vzorku pro purifikaci bakterialnich nukleovych kyselin

Smichejte 200 pl vzorku nebo resuspendované bakterialni pelety s 20 ul lysozymu ve 2 ml
zkumavce Safe- Lock.

Inkubujte 10 minut pfi 37 °C

Pfidejte 20 ul nosné RNA. Promichejte vortexovanim.

Pfidejte 200 ul lyzaéniho pufru HLT a 20 pl proteinazy K

Pfipadné pfidejte 240 ul Master Mixu ke kazdému vzorku.

Dukladné promicheijte 10 sekund vifenim a inkubujte za staleho protfepavani 10-15 minut pfi 65 °C.
Voliteln&, pro obtizné lyzovatelné bakterie, jako jsou mykobakterie: inkubujte 10 minut pfi 95 °C.

1.b) Lyza vzorku pro sou¢asnou purifikaci bakterialnich a virovych nukleovych kyselin

Smichejte 200 pl vzorku s 20 pl lysozymu ve 2 ml zkumavce Safe-Lock. Inkubujte 10 minut pfi
pokojové teploté.

Pfidejte 20 yl nosné RNA. Promichejte vifenim.

Pfidejte 200 ul lyzaéniho pufru HLT a 20 ul proteinazy K

Pfipadné pfidejte ul Master Mixu ke kazdému vzorku.

Dukladné promichejte 10 sekund vifenim a inkubujte za stalehé protfepavani 10 minut pfi 65 °C.
Inkubujte 10 minut pfi 95 °C za stalého protiepavani.

1.c) Lyza vzorku pro purifikaci virovych nukleovych kyselin

Smichejte 200 ul vzorku s 200 pl lyzaéniho pufru HLT, 20 ul nosi¢ové RNA a 20 pl Proteinazy K
ve 2 ml zkumavce Safe Lock.

Pfipadné pfidejte ke kazdému vzorku 240 pl Master Mixu.

Dukladné promicheijte 10 sekund vifenim a inkubujte za stalého protfepavani 10-15 minut pfi 65 °C.
Inkubujte 10 minut pfi 95 °C

1.d) Lyza vzorku pro purifikaci genomové DNA

Smichejte 200 ul vzorku s 220 pl lyzaéniho pufru HLT a 20 pl proteinazy K ve 2 ml zkumavce
Safe Lock.

Pfipadné pfidejte ke kazdému vzorku 240 pl Master Mixu.
Dikladné promichejte 10 sekund vifenim a inkubujte za staleho protfepavani 10-15 minut pfi 65 °C.
Inkubujte 10 minut pfi 95 °C (vynechat pro izolaci genomové DNA ze zfedénych vzork( krve).

Poznamka: Pokud chcete pfidat nukleové kyseliny pro kontrolu extrakce, pfidejte je
nyni, pfed vazebnym krokem.
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2. Pridejte 260 ul roztoku pro zajisténi vazby NK na membranu a pipetovanim nahoru a dold
nebo vifenim zcela promichejte. Vzorek inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
Vezmeéte si sadu RTA Spin filtrG. Pfeneste smés do RTA Spin filtru.

Odstfedujte 1 minutu pfi 11 000 x g.
Vyhodte eluéni zkumavku RTA s filiratem a vlozte RTA Spin filtr do nové eluéni zkumavky
RTA.

3. Pridejte 600 pl promyvaciho pufru HLT do RTA Spin filtru a odstfedujte 1 minutu pfi
otackach 11 000 x g.Eluéni zkumavku RTA s filtratem vyhodte a novy RTA Spin filtr vlozte
do nové elucni zkumavky RTA.

4. Pridejte 700 pl promyvaciho pufru do RTA Spin filtru a odstfedujte 1 minutu pfi 11 000 x g.
Filtrat vyhodte a RTA Spin filtr vioZte zpét do pouzité RTA pfijimaci zkumavky.

5. Pf¥idejte 700 yl promyvaciho pufru do RTA Spin filtru a odstfedujte 1 minutu pfi 11 000 x g.
Filtrat vyhodte a RTA Spin filtr vioZte zpét do pouzité RTA pfijimaci zkumavky.

6. Odstifedujte 5 minut pfi 11 000 x g, aby se etanol zcela odstranil.
Eluéni zkumavku RTA s filtratem zlikvidujte, RTA Spin filtr zachovejte, nese Vasi NK.

7. Umistéte RTA Spin filtr do 1,5 ml elu€ni zkumavky.
Pfidejte 50-200 pl pfedehfatého (65 °C) eluéniho pufru M pfimo na povrch RTA Spin filtru.
Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 1 minuty.
Odstredujte pfi 11 000 x g po dobu 1 minuty.
Zlikvidujte RTA Spin filtr.
Uzaviete 1,5 ml pfijimaci zkumavku a uchovavejte vzorek pfi -20 °C az -80 °C.
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4. Priloha

4.1 ResSeni probléma

Problém Mozna pri€ina Doporuceni
Nizké Nedostate¢na lyza bunék Prodlouzeni doby lyzy pomoci lyzaéniho pufru HLT.
mnozstvi Kontinualni tfepani zvysuje ucinnost lyzy .
nukleovyc Snizeni mnozstvi vychoziho materialu, aby nedoslo k
h kyselin pfetizeni kolony.
Neuplna eluce ProdlouZeni doby inkubace s pfedehfatym eluénim
pufrem M na 5-10 minut.
Krok eluce opakujte dvakrat, vzdy se 100 pl eluéniho
pufru M.
Pouzijte vétsi objem elu€niho pufru M.
Nizka koncentrace Nukleové kyseliny eluujte mensim objemem eluéniho
nukleovych kyselin ve pufru M, nepouzivejte objemy mensi nez 30 pl.
vzorku
Nespravné skladovani Zajistéte vhodné skladovani vychoziho materialu.
vychoziho materialu Vyhnéte se opakovanym cykliim rozmrazovani a
zmrazovani materialu vzorku.
Promyvaci pufry Zaijistéte, aby bylo do promyvacich pufri pfidano spravné
byly nespravné mnozstvi ethanolu/isopropanolu a aby byly v§echny
pfipraveny roztoky uloZeny pevné uzaviené.
PFilis nizky Ujistéte se, Ze lyofilizovana Proteinaza K je pfed pouzitim
objem/koncentrace resuspendovana s pfislusnym objemem vody.
proteinazy K
Degradované | Nespravné Zajistéte, aby byl vzorek spravné odebran a ulozen,
nukleové skladovani vychoziho vice informaci naleznete v sekci FAQ na na8ich webovych
kyseliny materialu strankach.
; . Zajistéte, aby byl vychozi material skladovan pfi vhodnych
Stary material podminkach (-20 °C/-80 °C).
Nukleové Pfenos etanolu béhem eluce| Prodlouzeni doby suseni pro odstranéni etanolu.
kyseliny
nemaji dobré
vysledky v Pfenos soli béhem eluce Zkontrolujte, zda se v promyvacich pufrech nesrazi soli.
naslednych Pokud jsou viditelné srazeniny, vyreste je opatrnym
aplikacich zahfatim na 30 °C.
(napf. PCR v Pfed pouzitim se ujistéte, ze promyvaci pufry maji
realném case pokojovou teplotu.
nebo NGS).
Barevne Nedostate¢na lyza bunék Viz vyse
zbytky na
RTA Spin ixe L . . . , ,
filtru po Neucinné promyvani Opétovné promyti promyvacim pufrem
promyvani L,
Promyvaci pufry .
byly nespravné Viz vyse
pfipraveny
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4.2 Zaruka

Spole¢nost Invitek Molecular zaru€uje spravnou funkci soupravy pro aplikace popsané v
tomto navodu a v souladu s uréenym pouZitim. V souladu s certifikovanym systémem fizeni
kvality spolecnosti Invitek Molecular podle normy EN ISO 13485 byl vykon vSech soucasti
soupravy testovan, aby byla zajisténa kvalita vyrobku.

Jakékoli problémy, incidenty nebo zavady musi byt neprodlené po zjisténi nahlaseny
spole¢nosti Invitek Molecular. lhned po obdrZzeni zkontrolujte, zda je vyrobek kompletni a
neporuseny. V pfipadé jakychkoli nesrovnalosti musite spoleCnost Invitek Molecular
neprodlené pisemné informovat. Na Upravy soupravy a protokolt a pouziti, které se odchyluji
od zamysleného ucelu, se nevztahuje zadna zaruka.

Spole€nost Invitek Molecular si vyhrazuje pravo kdykoli zménit, upravit nebo modifikovat
jakykoli vyrobek za ucelem zlepSeni jeho vykonu a designu.

Spole¢nost Invitek Molecular poskytuje zaruku na produkty, jak je uvedeno ve VSeobecnych
obchodnich podminkach, které jsou k dispozici na adrese www.invitek.com. V pfipadé
jakychkoli dotazl se obratte na techsupport@invitek.com.
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.3 Symboly pouzivané na vyrobku a oznaceni

Vyrobce

Cislo 3arze

JedineCny identifikator zdravotnického prostfedku
Katalogové Cislo

Datum expirace

Prectéte si navod k obsluze

Omezeni teploty

Nepouzivejte znovu

Mnozstvi reakci v baleni

5 <do<=aFE B E
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4.4 Dalsi dokumenty a doplnujici informace

DalSi informace naleznete na strankach www.invitek.com:

« Casto kladené dotazy (FAQ) a tipy pro Feseni potizi
e Prirucky v raznych jazycich

» Bezpecnostni listy (MSDS)

* Webova podpora

e Produktova videa

Pokud i pfes pecliveé prostudovani navodu k obsluze a dal8ich informaci potfebujete pomoc,
kontaktujte nas na adrese techsupport@invitek.com nebo Vaseho lokalniho prodejce.

4.5 Informace pro objednani

Produkt Velikost baleni Katalogové
cislo

Univerzaini sada InviSorb® Spin 50 izolaci 1050100200

Univerzalni sada InviSorb® Spin 250 izolaci 1050100300

Historie revizi

Revize Datum Popis

EN-v1-2022 2022-05-18 Novy dokument

EN-v2-2023 2023-04-17 Aktualizace kontaktnich
udajd a firemniho designu
s ohledem na zménu
znacky spolecnosti.

EN-v3-2024 2024-01-24 AE(tuallzace stezndar.dnlch
vét o nebezpecénosti a
pokynu pro bezpecné
zachazeni

Univerzalni sada InviSorb® 19 EN-v3-2024
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