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Umowa ograniczonej licencji dla zestawu QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody przez nabywce lub uzytkownika zestawu QlAsymphony PAXgene
Blood ccfDNA Kit na nastepujace warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzywany wytacznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejsza
instrukcjag obstugi i wytacznie ze sktadnikami znajdujacymi sie w tym zestawie. Firma PreAnalytiX’ nie udziela
zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze sktadnikami
nienalezacymi do zestawu z wyjatkiem przypadkow opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej
instrukcji obstugi oraz dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com i stronie
www.PreAnalytiX.com.

2. Zwyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma PreAnalytiX nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego
uzytkowanie nie narusza praw stron trzecich.

3. Tenmateriat eksploatacyjny oraz jego sktadniki sa na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego
uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub odsprzedawac.

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

5. Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzuja sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na
podejmowanie dziatan, ktére mogtyby doprowadzi¢ do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci
wymienionych powyzej. Firma PreAnalytiX moze egzekwowac przestrzeganie zakazow niniejszej Umowy ograniczonej
licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztow wszelkich postepowan i kosztow
sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowien Umowy ograniczonej licencji
lub wszelkich praw wtasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikdw.

Aktualne warunki licencyjne sa dostepne na stronie www.giagen.com i na stronie www.PreAnalytiX.com.

Dystrybutorzy firmy PreAnalytiX

Produkty PreAnalytiX sg wytwarzane i dystrybuowane przez firmy QIAGEN i BD dla
firmy PreAnalytiX.
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Przeznaczenie

Zestaw QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit jest przeznaczony do uzytku
w aparacie QlAsymphony SP do zautomatyzowanej izolacji ioczyszczania
wolnokrazgcego DNA (circulating cell-free DNA, ccfDNA) z osocza otrzymanego
z ludzkiej zylnej krwi petnej zebranej do probowki PAXgene Blood ccfDNA Tube.

Zestaw QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit wykorzystuje technologie czgstek
magnetycznych do zautomatyzowanej izolacji i oczyszczania ccfDNA zludzkiego
osocza.

Zestaw QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit jest przeznaczony do stosowania do
diagnostyki in vitro przez profesjonalnych uzytkownikow, takich jak technicy i lekarze
przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularnej.

Docelowi uzytkownicy

Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

Produkt moze by¢ obstugiwany wytgcznie przez odpowiednio poinstruowany
personel przeszkolony w dziedzinie technik biologii molekularnej i zaznajomiony z tg
technologia.
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Opis i zasada procedury

Podsumowanie i objasnienie

Wolnokrazacy DNA (ccfDNA) jest obecny wosoczu zwykle wpostaci krétkich
fragmentow (<1000 par zasad). Stezenie ccfDNA w osoczu zazwyczaj jest niskie (osigga
wartosci w zakresie od 1do 100 ng/ml) iznacznie rozni sie u poszczegdlnych osob.
Korzystanie z posiadajacej znak CE probowki PreAnalytiX PAXgene Blood ccfDNA Tube
w potgczeniu zzestawem QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit stanowi
znormalizowang procedure obejmujaca etapy pobierania, przechowywaniai transportu
krwi, stabilizacji DNA wzamknietej probdwce, anastepnie izolacji ioczyszczania
ccfDNA z ludzkiego osocza za pomoca aparatu QIAGEN® QlAsymphony SP.

W aparacie QlAsymphony SP dostepne s protokoty przeznaczone do izolacji ccfDNA
zosocza o objetosci 2,4 i 4,8 ml otrzymanego po dwukrotnym wirowaniu zawartosci
probéwek PAXgene Blood ccfDNA Tube. Osocze zostaje przeniesione do probowki
wtornej, w ktorej jest przetwarzane przez aparat QlAsymphony SP.

W aparacie QlAsymphony SP dostepne sg rowniez protokoty przeznaczone do pracy
z probéwkami pierwotnymi z osoczem o objetosci wejsciowej 2,4 i 4 ml. W przypadku
korzystania ztych protokotow nie jest konieczne wykonywanie drugiego etapu
wirowania ani przenoszenie osocza do probéwki wtérnej.

Technologia czastek magnetycznych wykorzystywana w zestawie QlAsymphony
PAXgene Blood ccfDNA Kit umozliwia otrzymanie oczyszczonego ccfDNA o wysokiej
jakosci, wolnego od biatek, nukleaz i innych zanieczyszczen. Aparat QlAsymphony SP
wykonuje wszystkie etapy procedury oczyszczania. W jednym protokole mozna
przetworzy¢ maksymalnie 96 probek, w partiach po 24 probki. W celu izolacji
genomowego DNA (gDNA) z frakcji komorek jadrzastych otrzymanej z krwi zebranej
do probdwki PAXgene Blood ccfDNA Tube waparacie QlAsymphony SP nalezy
zapoznac sie z instrukcjami zawartymi w Instrukcji uzycia probowki PAXgene Blood
ccfDNA Tube (www.PreAnalytiX.com).
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Zasady procedury

Technologia, w ktorg wyposazony jest aparat QlAsymphony SP, tgczy szybkosc
i skutecznosc¢ opartego na wymianie anionowej oczyszczania kwasow nukleinowych
zwygodng manipulacjg czastkami magnetycznymi (Ryc. 1). Procedura oczyszczania
zostata zaprojektowana wtaki sposob, aby zagwarantowac¢ bezpieczenstwo
i odtwarzalnos¢ podczas postepowania z potencjalnie zakaznymi probkami i sktada
sie z 3 etapow: przytaczanie, ptukanie i elucja (Ryc. 2). Uzytkownicy mogg wybieraé
miedzy réznymi wejsciowymi objetosciami probki.

@—

Pret Pret
magnetyczny magnetyczny
Zamkniecie

sztyftowe

=

\ SSe

B

Przenie-
sienie

Zamkniecie
sztyftowe

Odczynnik 1 Powolne ruchy Przeniesienie Szybkie ruchy Odczynnik 2
i czgstki w gbre i w dotw celu zamknigcia sztyftowego i czastki
magnetyczne zebrania czastek w gore i w détw celu magnetyczne
magnetycznych uwolnienia czgstek
magnetycznych
Dotek 1 Dotek 2

Ryc. 1. Schemat przebiegu procedury w aparacie QlAsymphony SP. Aparat QlAsymphony SP przetwarza probke, ktéra
zawiera czastki magnetyczne, w nastepujacy sposéb: pret magnetyczny zabezpieczony zamknieciem sztyftowym jest
wprowadzany do dotka z prébka i przycigga czastki magnetyczne. Zamknigcie sztyftowe jest umieszczane nad kolejnym
dotkiem, a czastki magnetyczne sg uwalniane. Podczas przetwarzania probki etapy te sa powtarzane kilka razy. Aparat
OlAsymphony SP wykorzystuje magnetyczna gtowice, ktéra zawiera szereg 24 pretow magnetycznych, i z tego wzgledu
moze przetwarza¢ maksymalnie 24 préobki jednoczesnie.
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OlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Prébka osocza z buforem do
wigzania, proteinazg K i
czgstkami magnetycznymi
przeniesiona do kasety do
przygotowania prébek

Wigzanie DNA do czgstek
magnetycznych

Separacja magnetyczna

Ptukanie

Separacja magnetyczna

Czysty ccfDNA o wysokiej jakosci

Ryc. 2. Etapy wykonywane w celu izolacji ccfDNA za pomoca zestawu QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit.
Fragmenty ccfDNA sg izolowane z osocza otrzymanego z ludzkiej zylnej krwi petnej zebranej do probéwki PAXgene Blood
ccfDNA Tube. Podczas pierwszego etapu przetwarzania biatka osocza s trawione w wyniku dziatania proteinazy K,

a ccfDNA wiaze sie do powierzchni czastek magnetycznych. Wykonanie trzech etapéw ptukania gwarantuje usuniecie
zanieczyszczen. Przetwarzanie konczy sie elucjg ccfDNA z czastek magnetycznych. Po elucji ccfDNA jest gotowy do
uzytku w dalszych procedurach.
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Dostarczone materiaty

Zawartosc zestawu

QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA

Kit (CE-IVD) (192)
Nr katalogowy 768566
Liczba reakgciji 192
Produkt Sktadniki
aktywne
RC Reagent cartridge (Kaseta 2 Detergent niejonowy
z odczynnikami)*f Anionowymienna
czastka
magnetyczna
NaOH
Etanol
PROTK Proteinase K (Proteinaza 5x10 ml Proteinaza K
K)t
PL Piercing lid (Wieko 2 —
perforujace)
RSS Reuse Seal Set (Zestaw 2 -

paskow Reuse Seal)t

Elution Microtubes CL, 2 —
racked (Mikroprobowki do
elucji CL, na statywie)*

Caps for Elution 1x(55x8) =
Microtubes (Zatyczki do
mikroprobéwek do elucji)*

Instrukcja uzycia 1 -
(Instrukcja obstugi)

PAXgene Blood ccfDNA 1 =
Purification Protocol
Selection Tool
* Zawiera azydek sodu jako srodek konserwujacy.
I Lista symbolow i definicji znajduje sie na stronie 37.
t Zestaw paskow Reuse Seal Set zawiera 8 paskow Reuse Seal Strip.
# Produkty dostepne rowniez osobno, patrz Informacje dotyczace zamawiania.
** Maksymalne stezenie w pojedynczym dotku.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczane

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi i prébkami biologicznymi nalezy zawsze
przestrzega¢ uniwersalnych s$rodkow ostroznosci inosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki iokulary ochronne, zgodnie zzasadami
i procedurami obowigzujgcymi w danej placowce. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac sie z kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS)
dostepnymi u dostawcy produktu.

Nalezy upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone iskalibrowane zgodnie
z wytycznymi producenta.

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

e 8-Rod Covers(QIAGEN, nr kat. 997004)

e Filter-Tips, 200 pli 1500 pl(QIAGEN, nr kat. odpowiednio 990332 i 997024)

e Tip Disposal Bags (QIAGEN, nr kat. 9013395)

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

e Probowki. Informacje o zgodnych formatach probowek pierwotnych i wtérnych
zawiera lista sprzetu laboratoryjnego, ktérg mozna znalez¢ na karcie Product
Resource (Zasoby dotyczace produktu)ina karcie Resources (Zasoby) stron
produktow odpowiednio pod adresem www.giagen.com i adresem
www.PreAnalytiX.com.

e Informacje o zgodnych formatach probowek do elucji zawiera lista sprzetu
laboratoryjnego, ktorg mozna znalez¢ na karcie Product Resource (Zasoby
dotyczace produktu)ina karcie Resources(Zasoby) stron produktow
odpowiednio pod adresem www.giagen.com i adresem www.PreAnalytiX.com.

Wyposazenie*

e Pipeta(5ml)
e Aparat QlAsymphony SP(QIAGEN, nr kat. 9001297)

*Przed uzyciem upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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Ostrzezeniai srodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro.
Przed uzyciem tego zestawu nalezy uwaznie przeczytac wszystkie instrukcje.

Klienci na terenie Unii Europejskiej muszg pamietac¢, ze wymagane jest zgtaszanie
powaznych incydentow, ktore wystgpity wzwigzku z wyrobem, producentowi oraz
wtasciwemu organowi panstwa cztonkowskiego, ktorego rezydentem jest
uzytkownik i/lub pacjent.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi i prébkami biologicznymi nalezy zawsze
przestrzega¢ uniwersalnych s$rodkow ostroznosci inosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki iokulary ochronne, zgodnie zzasadami
i procedurami obowigzujgcymi w danej placowce. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data
Sheet, SDS). S one dostepne online wformacie PDF pod adresem
www.qgiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac¢, wyswietla¢ i drukowac
karty charakterystyki dla poszczegolnych zestawow isktadnikow zestawdw
PreAnalytiX.

e \Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie
niebezpieczne. Krew i inne probki sg potencjalnie zakazne i nalezy je traktowac
jako materiaty stwarzajgce zagrozenie biologiczne.

e Materiaty stwarzajace zagrozenie biologiczne i odpady powstate po uzyciu
zestawu nalezy usuwac zgodnie z lokalnymi procedurami dotyczacymi
bezpieczenstwa.
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Informacje dotyczace nagtych przypadkow

CHEMTREC
Stany Zjednoczone i Kanada: 1-800-424-9300
Poza Stanami Zjednoczonymi i Kanada: +1703-527-3887

Srodki ostroznosci

Bufory w kasecie z odczynnikami (reagent cartridge, RC) zawierajg azydek sodu.
W przypadku rozlania buforu z zestawu nalezy usung¢ go za pomoca odpowiedniego
detergentu laboratoryjnego i wody. Jesli rozlany ptyn zawiera czynniki potencjalnie
zakazne, nalezy wyczysci¢ zalany obszar najpierw detergentem laboratoryjnym
iwodg, anastepnie T-procentowym (stezenie objetosciowe) podchlorynem sodu
(wybielacz).

Do sktadnikéw zestawu QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit majag zastosowanie
nastepujace zwroty wskazujace na zagrozenia i okreslajace srodki ostroznosci.

MBS3
Zawiera: azydek sodu. Ostrzezenie! Moze dziata¢ szkodliwie

po potknieciu. Stosowa¢ rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
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Proteinaza K

QSE2

Qsw9

O®

Zawiera: proteinaze K. Niebezpieczenstwo! Powoduje
tagodne podraznienie skory. Moze powodowac objawy alergii
lub astmy Ilub trudnosci woddychaniu w nastepstwie
wdychania. Unika¢ wdychania
pytu/dymu/gazu/magietki/oparow/rozpylonej cieczy.
Stosowac¢ rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
oczu/ochrone twarzy. Stosowac indywidualne srodki ochrony
drog oddechowych. W przypadku narazenia lub problemow:
Skontaktowa¢ sie zosrodkiem zatru¢ lub lekarzem.
Wyprowadzi¢ lub wynies¢ poszkodowanego na Swieze
powietrze izapewni¢ mu warunki do odpoczynku w pozycji
umozliwiajgcej swobodne oddychanie.

Zawiera: wodorotlenek sodu. Niebezpieczenstwo! Powoduje
powazne oparzenia skory i uszkodzenie  wzroku.
Zawartos¢/pojemnik nalezy utylizowa¢ w zatwierdzonym
zaktadzie przetwarzania odpaddéw. W przypadku dostania sie
do oczu: Ostroznie ptuka¢ wodag przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usungc¢. Nadal
ptuka¢. W przypadku kontaktu ze skora (lub z wosami):
Natychmiast zdja¢ cata zanieczyszczong odziez. Doktadnie
optuka¢  skore  woda/wzig¢  prysznic. Natychmiast
skontaktowa¢ sie zosrodkiem zatru¢ lub lekarzem.
Przechowywa¢ wzamknietym miejscu. Stosowac¢ rekawice
ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.

Zawiera: etanol. Niebezpieczenstwo! Wysoce tatwopalna
ciecziopary. Powoduje powazne podraznienie oczu. Trzymac
zdala od zrodet cieptal/iskier/otwartego ognia/goracych
powierzchni. Nie pali¢ papierosow. StosowaC rekawice
ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.
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Przechowywanie i sposéb postepowania
z odczynnikami

Zestaw QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit nalezy przechowywac w pozycji
pionowe] wtemperaturze pokojowej (15-25°C). Czgstki magnetyczne w kasetach
zodczynnikami (Reagent Cartridge, RC) pozostajg aktywne pod warunkiem
przechowywania ich w tym zakresie temperatur.

Uwaga: Na etykiecie umieszczonej na opakowaniu zestawu QlAsymphony
PAXgene Blood ccfDNA Kit znajduje sie data waznosci zestawu. Data waznosci
dotyczy kasety z odczynnikami.

Nie uzywac¢ zestawu QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit po uptywie daty
waznosci.

Sktadniki zestawu

Zestaw QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit zawiera gotowy do uzycia roztwor
proteinazy K, ktory mozna przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).

Nie przechowywac kaset z odczynnikami w temperaturze ponizej 15°C.

Otwarte kasety z odczynnikami zestawu QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit,
ktore zostaty prawidtowo zamkniete po ich uzyciu, mozna przechowywaé
w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez maksymalnie 4 tygodnie, co umozliwia
ekonomiczne wykorzystywanie odczynnikow ibardziej elastyczne przetwarzanie
probek. Jesli kaseta zodczynnikami jest czesciowo zuzyta, niezwtocznie po
zakonczeniu wykonywania protokotu nalezy przykry¢ wieczkiem rynienke z czastkami
magnetycznymi izamkng¢ kasete zodczynnikami, korzystajac z dostarczonych
paskow Reuse Seal Strip, aby nie dopusci¢ do parowania.
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Aby nie dopusci¢ do parowania odczynnikéw, kaseta zodczynnikami moze byc¢
otwarta przez maksymalnie 15 godzin (okres ten obejmuje czas trwania cyklu
w aparacie) w maksymalnej temperaturze otoczenia 32°C. Nieprawidtowe
przechowywanie sktadnikow zestawu moze doprowadzi¢ do przyspieszonego
starzenia sie buforow.

Przetwarzanie partii o matej liczbie probek (<24) wydtuza czas, przez ktory kaseta
z odczynnikami pozostaje otwarta, a takze zwieksza wymagane objetosci bufordw, co
potencjalnie zmniejsza catkowita liczbe przygotowan probek mozliwg do wykonania
za pomoca jednej kasety.

Unika¢ ekspozycji kaset zodczynnikami na swiatto UV (np. stosowane w celu
odkaZzania), gdyz moze ono powodowac przyspieszone starzenie sie kaset
z odczynnikami i buforow.

Nalezy zwro6ci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach
przechowywania wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikéw.
Nie nalezy uzywac sktadnikow z przekroczonym terminem waznosci ani niewtasciwie
przechowywanych.
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Pobranie i przygotowanie probek

Procedura oczyszczania zostata zoptymalizowana do uzytku z osoczem otrzymanym
zkrwi zebranej do probowek PAXgene Blood ccfDNA Tube. Informacje na temat
pobierania krwi, postepowania zprobowkami iprzygotowania osocza zawiera
Instrukcja uzycia probowki PAXgene Blood ccfDNA Tube, ktérg mozna znalez¢ na
karcie Product Resource (Zasoby dotyczgce produktu)ina karcie Resources(Zasoby)
stron produktow odpowiednio pod adresem www.giagen.com iadresem
www.PreAnalytiX.com.

Osocze mozna przygotowac przy uzyciu (A) standardowego protokotu dwukrotnego
wirowania lub (B) protokotu przeznaczonego do pracy zprobowkag pierwotng
umozliwiajgcego bezposrednie przetwarzanie jednokrotnie odwirowanych probéwek
PAXgene Blood ccfDNA Tube w aparacie QlAsymphony SP.

A) Przygotowanie osocza z krwi — protokoty standardowe

1. Wirowac probéwke PAXgene Blood ccfDNA Tube w temperaturze pokojowej (15-
25°C) przez 15 min przy 1600-3000 x g (pierwsze wirowanie) w wywazone;j
wiréwce z wychylnym koszem. Jesli preferowane jest wirowanie z hamowaniem,
zalecane jest hamowanie przy sredniej predkosci. Warunki takie nalezy
zwalidowac dla konkretnej procedury.

Uwaga: Aby zapewnic¢ jak najlepszg wydajnosc dla probek przechowywanych
przed wirowaniem w chtodziarce, przed rozpoczeciem przetwarzania nalezy
ponownie wymieszac probki, odwracajac kazda probdwke trzy razy, i zaczekac,
az probdwki osiggng temperature pokojowa.

2. Zapomocay pipety przenies¢ osocze do stozkowej probdwki wirowkowej
o pojemnosci 15 ml(niedostarczona), uwazajac, aby nie naruszy¢ frakcji komorek
jadrzastych.
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3. Wirowac stozkowa probowke wiréwkowa o pojemnosci 15 ml w temperaturze

pokojowej (15-25°C) przez 10 min przy 1600-3000 x g (drugie wirowanie)

w wywazonej wiréwce.

Uwaga: Nie przekracza¢ maksymalnej predkosci wirowania zalecanej przez
producenta probowki wtornej.

4. Zapomocg pipety przenie$¢ wymagang objetos¢ osocza (patrz czes$c ,Objetosc
probki” na stronie 20) do probowki polistyrenowej z okraggtym dnem o pojemnosci
14 ml, 17 x 100 mm, uwazajac, aby nie naruszyc¢ resztkowego osadu zawierajagcego
komorki krwi, jesli jest obecny.

5. Przenies¢ probowke z okragtym dnem zawierajgca probke osocza do nosnika
probowek, a nastepnie zatadowac nosnik probdwek do wejsciowej szuflady na
probki aparatu QIAsymphony SP.

Uwaga: Aby zapewni¢ maksymalny uzysk ccfDNA, nalezy przetworzyc¢
maksymalng dostepna objetos¢ osocza.

Uwaga: Podczas pipetowania nie wolno dopuszczac¢ do wytworzenia piany

w probkach osocza lub na ich powierzchni. Piana lub pecherzyki powietrza na
powierzchni probek moga spowodowac pobranie nieprawidtowej objetosci
probki za pomoca pipety.

Uwaga: Po przeniesieniu osocza do probowki wtornej ccfDNA utrzymuje
stabilnos$¢ przez maksymalnie 3 dni przy przechowywaniu w temperaturze
15-25°C lub przez maksymalnie 7 dni przy przechowywaniu w temperaturze
2-8°C. W celu dtugoterminowego przechowywania zalecane jest zamrozenie
porcji probek w temperaturze -20°C lub -80°C.

Uwaga: W przypadku uzywania przechowywanych uprzednio prébek osocza
(np. przechowywanych w temperaturze 2-8°C lub zamrozonych w temperaturze
-20°C lub -80°C) przed rozpoczeciem protokotu nalezy zaczekac, az osiggng
temperature pokojowa (15-25°C); w przypadku uzywania probek zamrozonych
nalezy zapoznac sie z czescig,C) Zamrazanie i rozmrazanie prébek osocza
z probowek PAXgene Blood ccfDNA Tube”.
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B)

1.

Przygotowanie osocza z krwi — praca z probéwka pierwotng w aparacie QlAsymphony SP

Wirowac probéwke PAXgene Blood ccfDNA Tube w temperaturze pokojowej
(15-25°C) przez 15 min przy 3000 x g w wywazonej wiréwce z wychylnym koszem.
Jesli preferowane jest wirowanie zhamowaniem, zalecane jest hamowanie przy
Sredniej predkosci. Warunki takie nalezy zwalidowac dla konkretnej procedury.
Uwaga: Aby zapewnic¢ jak najlepszg wydajnosc dla probek przechowywanych
przed wirowaniem w chtodziarce, przed rozpoczeciem przetwarzania nalezy
ponownie wymieszac probki, odwracajac kazda probdwke trzy razy, i zaczekac,
az probdwki osiggnag temperature pokojowa.

Po wyjeciu probowek z kosza wirowki oznaczy¢ objetos¢ osocza w kazdej
probdwce przy uzyciu narzedzia umozliwiajgcego dobor odpowiedniego protokotu
oczyszczania ccfDNA z krwi PAXgene dostarczanego z zestawem (Ryc. 3). Po
wyjeciu probowki z wirdwki nalezy ustawi¢ zielononiebieska strzatke widoczna na
narzedziu w jednej linii z granicg miedzy osoczem a komdrkami. Niebieskie linie
wskazuja, czy objeto$¢ osocza jest odpowiednia do protokotu pracy z probdwka
pierwotng dla probki o objetosci 2,4, czy 4,0 ml. Minimalna wysokos¢ stupa osocza
w przypadku protokotu dla probek o objetosci 2,4 ml wynosi 2,3 cm, a w przypadku
protokotu dla probek o objetosci 4,0 ml wynosi 3,4 cm.

Uwaga: Jesli nie nastgpito wyrazne oddzielenie frakcji osocza od frakcji
komorkowej lub doszto do przypadkowego wymieszania faz po wyjeciu probowki
z wirowki, nalezy powtérzy¢ wirowanie.

Uwaga: Przed umieszczeniem probowki w aparacie nalezy upewnic sie, ze
nastgpito wyrazne oddzielenie frakcji osocza od frakcji komorkowej.

Przed umieszczeniem probowek PAXgene Blood ccfDNA Tube w aparacie
OlAsymphony SP w celu bezposredniej izolacji ccfDNA nalezy zdjac¢ z nich
zatyczki Hemogard.

Uwaga: Nalezy zachowac ostroznos$¢ podczas zdejmowania zatyczek i pracy
z otwartymi probéwkami, aby zminimalizowac¢ ryzyko rozlania prébki,
zanieczyszczenia krzyzowego miedzy probkamii kontaktu z krwia.
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C)

. Umiescic¢ otwarte probéwki PAXgene Blood ccfDNA Tube zawierajgce

wystarczajgce objetosci osocza w nosniku probowek, a nastepnie zatadowac
nosnik probowek do wejsciowej szuflady na probki aparatu QlAsymphony SP.

Zamrazanie i rozmrazanie prébek osocza z probéwek PAXgene Blood ccfDNA Tube

W celu zamrozenia osocza nalezy przeniesc je do odpowiednich probowek
(np. kriofiolek) umieszczonych w odpowiednim statywie.

Osocze nalezy zamrazac i przechowywacé w temperaturze -20°C. W celu
przechowywania probek osocza w temperaturze ponizej -20°C najpierw nalezy
zamrazac probki w temperaturze -20°C przez co najmniej 24 godziny, po czym
nalezy przeniesé je do temperatury -80°C.

. Osocze nalezy rozmrazac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).

Uwaga: Nie wolno rozmrazac¢ osocza w niskich temperaturach (np. 4°C).

. W przypadku wytracenia krioprecypitatow w osoczu po rozmrozeniu probki

nalezy wytrzasac¢ zawartos¢ probowki przez 30 sekund i wykorzysta¢ probke do
procedury izolacji ccfDNA w aparacie QlAsymphony SP bez dalszej obrobki.
Uwaga: Wirowanie osocza w celu usuniecia krioprecypitatow nie jest zalecane,
poniewaz krioprecypitaty moga zawiera¢ ccfDNA.

Uwaga: W celu unikniecia wytracania krioprecypitatow osocze mozna rozmrazac

przez 30 min w temperaturze 30°C zamiast w temperaturze pokojowe;j.

PAXgene Blood RNA Kit Instrukcja obstugi  02/2023



Procedura

Przeglad: Zautomatyzowane oczyszczanie ccfDNA
w aparacie QlIAsymphony SP

Aparat QlAsymphony SP sprawia, ze zautomatyzowane przygotowanie probki jest
proste iwygodne. Prébki, odczynniki i materiaty eksploatacyjne oraz eluaty sag
rozdzielane do osobnych szuflad. Przed rozpoczeciem protokotu wystarczy
zatadowa¢ do odpowiednich szuflad prébki, odczynniki zawarte w specjalnych
kasetach i materiaty eksploatacyjne fabrycznie zatadowane do statywow. Nastepnie
nalezy rozpocza¢ protokdt, apo przetworzeniu probek wyciggng¢ oczyszczony
ccfDNA z szuflady ,Eluate” (Eluat). Instrukcje obstugi znajduja sie w podrecznikach
uzytkownika dostarczonych z aparatem.

Uwaga: Wykonanie opcjonalnej konserwacji nie jest niezbedne dla dziatania
aparatu, ale jest zdecydowanie zalecane, aby zminimalizowac ryzyko
zanieczyszczenia.

Objetos¢ probki

Aby zagwarantowac przeniesienie przez aparat odpowiednich objetosci probek — 2,4 ml
(protokot PAXcircDNA_2400) 14,8 ml (protokdt PAXcircDNA_4800) — w ramach
standardowego przetwarzania, wymagane jest uwzglednienie objetosci martwych,
odpowiednio 0,41 0,5 ml. Oznacza to, ze wejsciowa objetos¢ prébki musi wynosi¢ co
najmniej 2,8 lub 5,3 ml. Jesli dostepne objetosci osocza sg mniejsze niz2,8 lub 5,3 ml, tryb
Less Sample (Mniejsza objeto$¢ prébki), stanowigcy integralng funkcje protokotu,
automatycznie zezwala na przeniesienie mniejszych objetosci probek osocza niz
objetosci wymienione. W takich przypadkach aparat przenosi mniejszg objetos¢ probki.
Roznica w objetosci osocza przeniesionego za pomocyg pipety jest dokumentowana
w pliku wynikowym. Dodatkowo prébki takie sg oznaczane flaga niejasna (kod btedu:
140043, Enable Less Sample mode (Witacz tryb mniejszej objetosci prébki)).
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Minimalne wejsciowe objetosci prébek osocza, ktére umozliwiajg aktywacje trybu
Less Sample (Mniejsza objeto$¢ probki), to 1,6 i 4,1 ml. Jesli objetos¢ probki jest
mniejsza, probki nie zostang przetworzone izostang oznaczone flagg niewazna.
W przypadku protokotéw przeznaczonych do pracy zprobéwkami pierwotnymi
odpowiednia objetos¢ probki jest gwarantowana przy uzyciu narzedzia
umozliwiajgcego dobdr odpowiedniego protokotu oczyszczania ccfDNA z krwi
PAXgene dostarczanego z zestawem (patrz opis narzedzia w czesci ,Przygotowanie
materiatu probki” na stronie 25).

tadowanie kaset z odczynnikami do szuflady ,Reagents and Consumables”
(Odczynniki i materiaty eksploatacyjne)

Odczynniki do oczyszczania ccfDNA s3g zawarte winnowacyjnej kasecie
z odczynnikami(reagent cartridge, RC)(Ryc. 3). Kazda rynienka kasety z odczynnikami
zawiera okreslony odczynnik, taki jak czastki magnetyczne, bufor do wigzania, bufor
ptuczacy lub bufor do elucji. Czesciowo zuzyte kasety zodczynnikami mozna
powtornie zamkng¢ za pomoca paskow Reuse Seal Strip i wykorzystac pozniej. Dzieki
temu unika sie generowania odpadow w postaci niezuzytych odczynnikow po
zakonczeniu procedury oczyszczania.
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Ryc. 3. Kaseta z odczynnikami (reagent cartridge, RC) QOlAsymphony. Kaseta z odczynnikami zawiera wszystkie
odczynniki niezbedne do wykonania protokotu.

Przed rozpoczeciem procedury nalezy upewni¢ sie, ze czastki magnetyczne sg
catkowicie zawieszone. Przed pierwszym uzyciem wyjac¢ rynienke zczastkami
magnetycznymi z ramki kasety z odczynnikami, energicznie wytrzasac jej zawartosc
przez co najmniej 3 min i ponownie umiescic ja w ramce kasety z odczynnikami.

Uwaga: Czastki magnetyczne moga zmienic¢ kolor. Nie ma to wptywu naich
dziatanie.

Umiesci¢ kasete zodczynnikami wuchwycie na kasete zodczynnikami. Przed
pierwszym uzyciem kasety z odczynnikami nalezy potozy¢ na niej wieko perforujace
(Ryc. 3).

Uwaga: Wieko perforujgce ma ostre krawedzie. Nalezy zachowac ostroznosc,
ktadac je na kasecie z odczynnikami. Upewnic¢ sie, ze wieko perforujace
potozono na kasecie z odczynnikami w prawidtowej orientacji.
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Po zdjeciu wieczka rynienki z czastkami magnetycznymi kaseta z odczynnikami jest
tadowana do szuflady ,Reagents and Consumables” (Odczynniki imateriaty
eksploatacyjne).

Czesciowo zuzytg kasete z odczynnikami mozna przechowywa¢ do momentu, gdy
ponownie bedzie potrzebna (patrz cze$¢ ,Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami” na stronie 14).

Uwaga: Nalezy dodac proteinaze K(patrz czesé¢ ,Czynnosci do wykonania przed
rozpoczeciem procedury” na stronie 27).

Uwaga: Nalezy upewnic sie, ze kasety z odczynnikami, rynienki z czastkami
magnetycznymi i butelki z proteinaza K nie sg uzywane wymiennie miedzy
réznymi seriami zestawow.

tadowanie sprzetu z tworzywa sztucznego do szuflady ,Reagents and
Consumables” (0dczynniki i materiaty eksploatacyjne)

Kasety do przygotowania probek, zamknigcia 8-Rod Covers(oba elementy fabrycznie
zatadowane w statywach w opakowaniach jednostkowych) oraz jednorazowe
koncoéwki zfiltrem (koncowki 200 ul dostarczane w niebieskich statywach oraz
koncoéwki 1500 pl dostarczane w czarnych statywach) sg umieszczane w szufladzie
.Reagents and Consumables”(0dczynniki i materiaty eksploatacyjne).

Uwaga: Przed umieszczeniem opakowan jednostkowych w szufladzie ,Reagents
and Consumables”(0dczynniki i materiaty eksploatacyjne) nalezy upewnié sie, ze
zdjeto z nich pokrywy.

Uwaga: Koncowki zawieraja filtry, ktore wspomagajg zapobieganie
zanieczyszczeniu krzyzowemu.

Do gniazd statywéw na koncowki na stole roboczym aparatu QlAsymphony SP mozna

wtozy¢ dowolny zdwoéch typéw statywu na koncowki. Aparat QlAsymphony SP
rozpozna typ zatadowanych koncowek podczas skanowania inwentaryzujgcego.
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Uwaga: Statywow na koncowki i opakowan jednostkowych na kasety do
przygotowania probek lub zamkniecia 8-Rod Cover nie nalezy uzupetniac¢ przed
rozpoczeciem kolejnego protokotu. Aparat QIAsymphony SP moze korzystac

z czesciowo wykorzystanych statywow na koncowki i opakowan jednostkowych.

Informacje na temat zamawiania sprzetu wykonanego ztworzywa sztucznego
znajduja sie na stronie 40.

tadowanie szuflady ,Waste” (Odpady)

Kasety do przygotowania probek izamkniecia 8-Rod Cover wykorzystane podczas
protokotu sg ponownie umieszczane w statywach w pustych opakowaniach
jednostkowych w szufladzie ,Waste” (Odpady). Upewnic¢ sie, ze w szufladzie ,Waste”
(Odpady) znajduje sie wystarczajaca liczba pustych opakowan jednostkowych na
odpady z tworzywa sztucznego powstate podczas wykonywania protokotu.

Uwaga: Przed umieszczeniem opakowan jednostkowych w szufladzie ,Waste”
(Odpady) nalezy upewnic sie, ze zdjeto z nich pokrywy. W przypadku korzystania
z opakowan na zamkniecia 8-Rod Cover do zbidrki zuzytych kaset do
przygotowania probek i zamknie¢ 8-Rod Cover nalezy upewnic¢ sie, ze

z opakowan tych wyciggnieto przektadki.

Worek na zuzyte koncowki z filtrem nalezy przyczepi¢ do przedniej sciany szuflady
.Waste"(Odpady).

Uwaga: System nie sprawdza obecnosci worka na zuzyte koncowki. Przed
rozpoczeciem protokotu nalezy upewnic sie, ze worek na zuzyte koncowki jest
prawidtowo przymocowany. Wiecej informacji zawierajg podreczniki
uzytkownika dostarczone z aparatem. Aby unikng¢ zaklinowania sie koncowek
w aparacie, nalezy oproznia¢ worek na zuzyte koncowki po przetworzeniu
maksymalnie 96 probek.

24 PAXgene Blood RNA Kit Instrukcja obstugi  02/2023



Zbiornik na odpady zbiera odpady ptynne powstate podczas procedury oczyszczania.
Szuflade ,Waste” (Odpady) mozna zamknac¢, jedynie gdy zbiornik na odpady znajduje
sie na swoim miejscu. Zutylizowa¢ odpady ptynne zgodnie z lokalnymi przepisami
prawnymi dotyczacymi bezpieczenstwa i ochrony srodowiska. Wypetnionej butli na
odpady nie wolno sterylizowa¢ w autoklawie. Oproézni¢ butle na odpady po
przetworzeniu maksymalnie 96 probek.

tadowanie szuflady ,Eluate” (Eluat)

Zatadowac odpowiedni statyw elucji do szuflady ,Eluate” (Eluat). Ze wzgledu na to, ze
dtugotrwate przechowywanie eluatow wszufladzie ,Eluate” (Eluat) moze
doprowadzi¢ do parowania lub skraplania ptynu, nalezy uzywac pozycji chtodzenia.
Uzywac wytgcznie gniazda ,Elution slot 1"(Gniazdo elucji 1)z odpowiednim adapterem
chtodzacym.

Wybrana objetos¢ elucji (pl)* Poczatkowa objeto$é elucji (pl)

60 75

Jest to minimalna dostepna objetosc¢ eluatu w koncowej probowce do elucji dla statywu QIAGEN EMT (nr kat. 19588)

i probowek z nakretka Sarstedt o pojemnosci 1,5 ml (nr kat. 72.607). W niektorych przypadkach koncowa objetosc
eluatu dla pojedynczych probek moze by¢ mniejsza o maksymalnie 5 pl.

t Poczatkowa objeto$¢ buforu do elucji wymagana do zapewnienia, ze rzeczywista objeto$¢ eluatu bedzie odpowiadata
wybranej objetosci.

Skanowanie inwentaryzujgce

Przed rozpoczeciem protokotu aparat sprawdza, czy do odpowiednich szuflad
zatadowano ilos¢ materiatéw eksploatacyjnych wystarczajaca dla partii dodanych do
kolejki.

Przygotowanie materiatu probki

Patrz czes¢ ,Pobranie i przygotowanie probek” na stronie 16.
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Przechowywanie ccfDNA

Po przygotowaniu prébek eluaty zawierajgce ccfDNA mozna przechowywac
w temperaturze -20 lub -80°C. Zamrozonych eluatéw nie nalezy rozmrazac¢ wiecej niz
trzy razy. Aktualne informacje dotyczace stabilnosci ccfDNA w eluatach sg dostepne
na stronie produktu pod adresem www.qgiagen.com |ub adresem
www.PreAnalytiX.com.

Przeglad protokotu

Tabela 1. Przeglad protokotu

Przetwarzanie Wejsciowa Objetosc¢ probki | Objetosé Protokot
zawartosci objetos¢ wykorzystywana | elucji (pl) aparatu
probowki probki (w tym do izolacji QlAsymphony
PAXgene Blood objetos¢ ccfDNA (ml) SP
ccfDNA Tube martwa)(ml)
Osocze 2—.krotne' 28 24 60 PAXcircDNA_
otrzymane wirowanie, 2400
zludzkiej zylnej przeniesienie
krwi petnej osocza do probowki PAXcircDNA_
; . 53 4,8 60
pobranej do wtornej 4800
probowek
PAXgene Blood  I-krotne wirowanie, Zgodnie PAXcircDNA
ccfDNA Tube bezposrednie znarzedziem 2.4 60 PrimaryTube_
przetwarzanie doboru 2400
W aparacie protokotu .
OIAsymphony SP PAXcircDNA
4,0 60 PrimaryTube_
4000

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

e Podczas pracy ze srodkami chemicznymi i prébkami biologicznymi nalezy zawsze
nosi¢ odpowiedni fartuch laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary
ochronne. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie
z odpowiednimi kartami SDS.

e Upewnic sie, ze uzytkownik potrafi obstugiwac aparat QlIAsymphony SP.
Instrukcje obstugi znajduja sie w podrecznikach uzytkownika dostarczonych
z aparatem.
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Uwaga: Wymagana konfiguracja oprogramowania do zastosowan IVD to Default
Profile 1(Profil domysiny 1).

Przed rozpoczeciem procedury nalezy przeczytac czesc ,Zasady procedury”.

Nalezy upewni¢ sie, ze uzytkownik zaznajomit sie z karta protokotu i listg sprzetu
laboratoryjnego (dokumenty te mozna znalez¢ na karcie Product Resource
(Zasoby dotyczace produktu)ina karcie Resources (Zasoby) stron produktow
odpowiednio pod adresem www.qiagen.com i adresem www.PreAnalytiX.com).

Unika¢ energicznego potrzasania kasetg z odczynnikami. W przeciwnym
wypadku moze dojs¢ do wytworzenia piany, potencjalnie skutkujgcego
problemami z detekcjg poziomu ptynu.

Krew nalezy zbierac¢ do probowek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD;
PreAnalytiX, nr kat. 768165). Instrukcje dotyczace pobierania probek krwi,
postepowania z tymi probkami i przetwarzania osocza zawiera Instrukcja uzycia
probowki, ktorg mozna znalez¢ na karcie Product Resources (Zasoby dotyczace
produktu)ina karcie Resources(Zasoby) stron produktéw odpowiednio pod
adresem www.giagen.com i adresem www.PreAnalytiX.com.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

Przed rozpoczeciem procedury nalezy upewnic sie, ze czastki magnetyczne sg
catkowicie zawieszone. Przed pierwszym uzyciem energicznie wytrzgsac
rynienke z czagstkami magnetycznymi przez co najmniej 3 min.

Upewnic¢ sie, ze na kasecie z odczynnikami umieszczono wieko perforujace i ze
zdjeto wieczko rynienki z czastkami magnetycznymi. W przypadku korzystania

z czesciowo zuzytej kasety z odczynnikami upewnic¢ sie, ze usunieto paski Reuse
Seal Strip.

Proteinaza K nie znajduje sie w kasecie z odczynnikami i musi zostac
dostarczona przez uzytkownika (szuflada ,Sample” (Probka), gniazdo A, pozycja
1i/lub 2). Upewnic sig, ze dostepna jest odpowiednia objetosc¢ proteinazy K.
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Zestaw QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit zawiera roztwor proteinazy
K gotowy do uzycia. Roztwor proteinazy Kmozna przechowywac¢ w temperaturze
pokojowej (15-25°C). W celu przechowywania dtugoterminowego zalecane jest
przeniesienie fiolek zenzymem, proteinaza K, do temperatury 2-8°C.

Numer proébki PAXcircDNA_2400/PAXcircDNA | PAXcircDNA_4800/PAXcircDNA
PrimaryTube_2400* (pl) PrimaryTube_4000* (ul)

8 1980 2860
24 3740 6380
48 6380 11660"
96 11660! 23 320!

*  Wymagana objeto$¢ dla kazdej probki to 110 pl (w przypadku 2400 pl osocza) lub 220 pl (w przypadku 4800/4000 pl
osocza) plus dodatkowa objetos¢ martwa 1100 pl [(n x 110 lub 220 pl)+ 1100 pl].
T Jesliwymagana objeto$¢ przekracza 11660 pl, nalezy uzy¢ drugiej probowki(Corning, nr kat. 352051). W przypadku
uzycia drugiej proboéwki wymagane jest uwzglednienie dodatkowej objetosci martwej wynoszacej 1100 pl.
Uwaga: Probowki zawierajace proteinaze K sg umieszczane w nosniku
probéwek. Nosnik probowek zawierajgcy proteinaze K nalezy umiesci¢ w pozycji
1i pozycji 2 gniazda A szuflady ,Sample” (Prébka). W przypadku proteinazy
K zalecane jest uzywanie probéwek polistyrenowych z okragtym dnem
o pojemnosci 14 ml, 17 x 100 mm (Corning, nr kat. 352051).

e Jesli probki sg oznaczone kodem kreskowym, utozy¢ je w nosniku probowek tak,
aby kody kreskowe znalazty sie na wprost czytnika po lewej stronie aparatu
OlAsymphony SP.

e Informacje o probdwkach i minimalnych objetosciach probek zgodnych
z protokotami zawiera lista sprzetu laboratoryjnego, ktérg mozna znalez¢ na
karcie Product Resource (Zasoby dotyczace produktu)ina karcie Resources
(Zasoby) stron produktéw odpowiednio pod adresem www.giagen.com i adresem
www.PreAnalytiX.com.
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Protokét: Zautomatyzowane oczyszczanie ccfDNA
w aparacie QlAsymphony SP

Szczegdtowe informacje dotyczace kazdego protokotu, w tym okreslajace objetosci
i probowki, zawiera karta protokotu ilista sprzetu laboratoryjnego — dokumenty te
mozna znalez¢ na karcie Product Resource (Zasoby dotyczace produktu) i na karcie
Resources (Zasoby) stron produktéow odpowiednio pod adresem www.giagen.com
iadresem www.PreAnalytiX.com. Informacje na temat przygotowania materiatu
probki(osocze otrzymane z ludzkiej zylnej krwi petnej zebranej do probowki PAXgene
Blood ccfDNA Tube) zawierajg czesci ,Pobranie iprzygotowanie probek”
i ,Przygotowanie materiatu prébki” wtej instrukcji obstugi oraz Instrukcja uzycia
probéwki, ktérg mozna znalez¢ na karcie Product Resources (Zasoby dotyczace
produktu)ina karcie Resources(Zasoby) stron produktow odpowiednio pod adresem
www.giagen.com lub www.PreAnalytiX.com.

1. Zamknac¢ wszystkie szuflady i pokrywe.

2. Wtaczyc¢ aparat QlAsymphony SP i odczeka¢ do momentu wyswietlenia ekranu
Sample Preparation (Przygotowanie probki) oraz zakonczenia procedury
inicjalizacji.

3. Wtacznik zasilania znajduje sie w lewym dolnym rogu aparatu QlAsymphony SP.

4. Zalogowac sie w aparacie.

Zatadowac odpowiedni statyw elucji do szuflady ,Eluate” (Eluat).

Nie tadowac ptytki 96-dotkowej do gniazda ,Elution slot 4”(Gniazdo elucji 4).
Nalezy uzywac gniazda ,Elution slot 1”(Gniazdo elucji 1)z odpowiednim adapterem
chtodzacym.

W przypadku uzywania ptytki 96-dotkowej nalezy upewnic sie, ze ptytka jest

w prawidtowej orientacji, gdyz nieprawidtowe umieszczenie ptytki moze
spowodowac pomylenie probek w dalszych analizach.
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W przypadku uzywania statywu do mikroprobéwek Elution Microtubes CL nalezy
zdja¢ denko statywu, delikatnie przekrecajac statyw do momentu odtgczenia
denka.

5. Upewnic sig, ze szuflada ,Waste” (Odpady) zostata odpowiednio przygotowana,
i wykona¢ skanowanie inwentaryzujace szuflady ,Waste”(Odpady), w tym zsypu
na koncowki, stacji koncéwek, pustego pojemnika na odpady ptynne i pustych
opakowan jednostkowych. W razie potrzeby wymieni¢ worek na zuzyte koncowki.

6. Zatadowac odpowiednie kasety z odczynnikami oraz materiaty eksploatacyjne do
szuflady ,Reagents and Consumables”(Odczynniki i materiaty eksploatacyjne).

7. Wykonac¢ skanowanie inwentaryzujace szuflady ,Reagents and Consumables”
(Odczynniki i materiaty eksploatacyjne).

8. Umiescic probki w odpowiednim nosniku probek i zatadowac je do szuflady
,Sample” (Prébka).

Uwaga: Oprocz standardowego przetwarzania obejmujgcego przenoszenie
osocza do odpowiedniej probowki wtérnej (probdwka polistyrenowa z okrggtym
dnem Falcon®, 14 ml, 17 x 100 mm) umieszczonej w odpowiednim nosniku probek,
procedura przetwarzania z uzyciem probowki pierwotnej PAXgene Blood ccfDNA
Tube umozliwia izolacje ccfDNA bezposrednio z probowki PAXgene Blood
ccfDNA Tube (PAXgene Blood ccfDNA Tube, 10 ml, 16 x 100 mm). Wiecej
informacji na temat postepowania z probowka pierwotng zawiera karta
protokotu, lista sprzetu laboratoryjnego i Instrukcja uzycia probowki —
dokumenty te mozna znalez¢ na karcie Product Resources(Zasoby dotyczgce
produktu)ina karcie Resources(Zasoby) stron produktéw odpowiednio pod
adresem www.qgiagen.com i adresem www.PreAnalytiX.com.

9. Zapomoca ekranu dotykowego wprowadzi¢ informacje wymagane do
przetwarzania kazdej partii probek i proteinazy K.

Wprowadzi¢ ponizsze informacje:

O informacje o probce (wybrac¢ opcje BD #352051 FalconPP 17 x 100 lub BD_#768165
PAXgene ccfDNA 16 x 100, odpowiednio do uzywanych statywow na probki);
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10.

1.
12.

13.

14.

O protokdt, ktéry bedzie wykonywany (Assay Control Set (Zestaw ustawien kontrolnych
oznaczenia));

O objetosc elucji i pozycja wyjsciowa.

Po wprowadzeniu informacji o partii status zmieni sie zLOADED (Zatadowane) na
QUEUED (W kolejce). Gdy tylko jedna partia zostanie dodana do kolejki, pojawi sie
przycisk Run (Uruchom).

Umiesci¢ proteinaze K w odpowiednim nosniku préobek w pozycji 1i 2, a nastepnie
zatadowac nosnik do gniazda A w szufladzie ,Sample” (Prébka).

Zdefiniowac proteinaze K, naciskajac przycisk IC (KW).

Nacisng¢ przycisk Run (Uruchom), aby rozpocza¢ procedure oczyszczania.
Wszystkie etapy przetwarzania sg catkowicie zautomatyzowane. Po zakonczeniu

wykonywania protokotu status partii zmieni sie z RUNNING (W toku) na
COMPLETED (Ukonczono).

Wyciagnac¢ statyw elucji zawierajacy oczyszczony ccfDNA z szuflady ,Eluate”
(Eluat). Potwierdzi¢ wyjecie statywu elucji w oprogramowaniu aparatu
QlAsymphony SP.

ccfDNA jest gotowy do uzycia. Mozna go rowniez przechowywac¢ w temperaturze
-20°C lub -80°C przez maksymalnie 6 miesiecy. Firma QIAGEN zaleca
wyciggniecie ptytki z eluatem z szuflady ,Eluate” (Eluat) niezwtocznie po
zakonczeniu protokotu. W zaleznosci od temperatury i wilgotnosci eluat
znajdujacy sie na ptytkach pozostawionych w aparacie QlAsymphony SP po
zakonczeniu protokotu moze ulec skraplaniu lub wyparowaniu.

Uwaga: Dzieki funkcji chtodzenia aparatu QlAsymphony SP mozliwe jest
przetwarzanie probek w nocy.

Zwykle czastki magnetyczne nie sg przenoszone do eluatow. Ewentualne
przeniesienie czastek magnetycznych do eluatéw nie wptywa na wiekszos¢
dalszych procedur.
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15.

16.

17.

18.

Jesli przed wykonaniem dalszych procedur konieczne jest usuniecie czastek
magnetycznych, probdwki lub ptytki zawierajgce eluaty nalezy umiescic

w odpowiednim magnesie, a nastepnie przeniesc¢ eluaty do czystej probowki
(patrz ,Zatacznik: Oznaczenie ilosciowe ccfDNA”). Pliki wynikowe sg generowane
dla kazdej ptytki elucji.

Jesli kaseta z odczynnikami jest zuzyta tylko czesciowo, nalezy zamknac jg za

pomoca dostarczonych paskoéw Reuse Seal Strip po zakonczeniu wykonywania
protokotu, aby nie dopusci¢ do parowania.

Uwaga: Wiecej informacji na temat przechowywania czesciowo zuzytych kaset
z odczynnikami zawiera czes$¢ ,Przechowywanie i sposéb postepowania

z odczynnikami”.

Zuzyte probowki i odpady nalezy zutylizowac¢ zgodnie z lokalnymi przepisami
dotyczacymi bezpieczenstwa. Informacje dotyczace bezpieczenstwa znajduja sie
w czesci ,Ostrzezenia i srodki ostroznosci”.

Wyczyscic¢ aparat QlAsymphony SP.

Postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi konserwacji zawartymi

w podrecznikach uzytkownika dostarczanych z aparatem. Upewni¢ sie, ze ostony
koncowek sg czyszczone regularnie, aby zminimalizowac ryzyko
zanieczyszczenia krzyzowego.

Zamknac¢ szuflady aparatu i wytaczy¢ aparat QlAsymphony SP.
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Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakosciag firmy
OIAGEN kazda seria zestawu QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit jest testowana
pod katem wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spojnej jakosci
produktu.

Ograniczenia

Parametry skutecznosci systemu ustalono w badaniach skutecznosci oczyszczania
ccfDNA z osocza otrzymanego zludzkiej zylnej krwi petnej zebranej do probowek
PAXgene Blood ccfDNA Tube.

Parametry skutecznosci zestawu QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
wyznaczono dla fragmentow ccfDNA podjednostki rybosomu 18S iDYS14
chromosomu Y w osoczu.

Uzytkownik jest odpowiedzialny za weryfikacje skutecznosci systemu pod katem
wszelkich procedur stosowanych wdanym laboratorium, ktore nie sg objete
badaniami skutecznosci wykonanymi przez firme QIAGEN i PreAnalytiX.

W celu zminimalizowania ryzyka negatywnego wptywu na wyniki diagnostyczne
nalezy stosowa¢ odpowiednie kontrole wdalszych procedurach analitycznych.
Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowac w potagczeniu z innymi
wynikami badan klinicznych i laboratoryjnych.

PAXgene Blood RNA Kit Instrukcja obstugi  02/2023 33



Rozwigzywanie problemow

Ta czesc¢ instrukcji moze by¢ przydatna w przypadku wystgpienia ewentualnych
problemoéw. Dane kontaktowe iliste czesto zadawanych pytan mozna znalez¢ na
odpowiedniej stronie produktu pod adresem www.PreAnalytiX.com lub
www.giagen.com.

Komentarze i wskazowki

Ogolne postepowanie

a) Na ekranie dotykowym Jesli podczas protokotu zostanie wyswietlony komunikat o btedzie, nalezy
wyswietlany jest skorzystac¢ z podrecznika uzytkownika dostarczonego z aparatem.
komunikat o btedzie

b) Zmienna objetos¢ eluatu W celu optymalizacji przepustowosci zestaw QlAsymphony PAXgene Blood ccfDNA
po przetwarzaniu probek  Kit umozliwia przetwarzanie préobek w nocy, a nastepnie chtodzenie eluatow
w nocy w aparacie QlAsymphony SP. Podczas dtugich okreséw chtodzenia objeto$¢ eluatu
moze sie zmienia¢ w zaleznosci od temperatury i wilgotnosci powietrza
w laboratorium. Jesli wybrana objeto$¢ wynosita na przyktad 60 pl w temperaturze
15-25°C i przy wilgotnosci 30-60%, po 12 godzinach przechowywania w aparacie
rzeczywista objeto$¢ moze wynosi¢ 50-85 pl.

Obecnosé¢ krioprecypitatow po rozmrozeniu probek osocza

a) Wytragcenie W celu unikniecia wytrgcania krioprecypitatéw osocze mozna rozmrazac przez
krioprecypitatow 30 min w temperaturze 30°C zamiast w temperaturze pokojowej. Nie wolno
W 0soczu rozmrazac osocza w niskich temperaturach (np. 4°C). Po rozmrozeniu nalezy

wytrzasa¢ zawartos$¢ probowki przez 30 sekund.

b) Niski uzysk ccfDNA Nie wolno wirowac osocza w celu usuniecia krioprecypitatow, poniewaz
Z 0sS0Cza po usunieciu krioprecypitaty moga zawiera¢ ccfDNA.
krioprecypitatow

Niewystarczajaca objetos¢ osocza z probowek PAXgene Blood ccfDNA Tube

a) Do probéwki PAXgene Upewnic sie, ze do probéwki PAXgene Blood ccfDNA Tube zebrano 10 ml krwi.
Blood ccfDNA Tube Zapoznact sie z Instrukcja uzycia probowki PAXgene Blood ccfDNA Tube.
zebrano mniej niz 10 ml
krwi

b) Wysoki poziom frakcji Wysoki poziom frakcji komorkowej (hematokryt) w ludzkiej krwi petnej (np. powyzej
komorkowej 51% u mezczyzn lub 47% u kobiet) moze prowadzi¢ do zmniejszenia objetosci

osocza.

c) Niski uzysk osocza po Dtuzszy czas przechowywania i transportu krwi lub warunki wirowania inne niz

odwirowaniu okreslone moga wptywac na uzysk osocza.
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Komentarze i wskazowki

Precypitat w rynience otwartej kasety z odczynnikami (reagent cartridge, RC) zestawu QlAsymphony
PAXgene Blood ccfDNA Kit

a) Wyparowanie buforu Nadmierne parowanie buforéw moze doprowadzi¢ do zwigkszenia stezenia soli
w buforach. Wyrzuci¢ kasete z odczynnikami. Upewnic sig, ze rynienki z buforem
z czesciowo zuzytej kasety z odczynnikami sg zamkniete za pomoca paskéw Reuse
Seal Strip, gdy nie jest ona uzywana do oczyszczania.

b) Przechowywanie kasety Przechowywanie kasety z odczynnikami w temperaturze ponizej 15°C moze
z odczynnikami prowadzi¢ do wytracania precypitatow.

Niski uzysk ccfDNA

a) Czastki magnetyczne nie Przed rozpoczeciem procedury nalezy upewnic¢ sig, ze czastki magnetyczne sg

zostaty catkowicie catkowicie zawieszone. Przed uzyciem wytrzasac przez co najmniej 3 min.
zawieszone Niecatkowite zawieszenie czastek moze prowadzi¢ do btedow pipetowania.
b) Zatkanie koncowki do Przed rozpoczeciem procedury oczyszczania w aparacie QlAsymphony SP nie
pipety nierozpuszczalnym usunieto z probki nierozpuszczalnego materiatu.
materiatem
c) Materiat probki zawiera Ze wzgledu na bardzo mate ilosci ccfDNA w probkach osocza, pomiar stezenia
niskie stezenie ccfDNA ccfDNA moze stwarzaé trudnosci w zaleznosci od zastosowanej metody

oznaczenia ilosciowego.

W celu sprawdzenia stezenia ccfDNA w eluatach zalecane jest przeprowadzenie
czutej reakcji qPCR.

d) Niecatkowite zamkniecie ~ Wymiana powietrza z otoczeniem moze prowadzi¢ do obnizenia stabilnosci
kasety z odczynnikami buforéw i zmniejszy¢ skutecznosc izolacji ccfDNA za pomocg czesciowo zuzytej
kasety z odczynnikami. Upewnic sig, ze rynienki z buforem z czesciowo zuzytej
kasety z odczynnikami sg doktadnie zamkniete za pomoca paskéw Reuse Seal
Strip, gdy nie jest ona uzywana do oczyszczania.

Niska skutecznos¢ dalszych procedur z wykorzystaniem ccfDNA

a) Zatezenie eluatu Nie nalezy zateza¢ eluatu poprzez wirowanie prozniowe (np. w wirébwce SpeedVac’
w wyniku wirowania lub podobnym aparacie). Wirowanie prozniowe moze prowadzi¢ do degradacji
prézniowego materiatu z powodu wysokiej temperatury i stezenia soli w eluacie, zaktécajac

przebieg dalszych procedur.

b) Przeniesienie kulek Zwykle czastki magnetyczne nie sg przenoszone do eluatow. Ewentualne
przeniesienie czastek magnetycznych do eluatow nie wptywa na wiekszos¢
dalszych procedur. Jesli do dalszych analiz potrzebne sg bardzo duze ilosci
eluatow, eluaty mozna odwirowac i przenie$¢ do czystej probowki.
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Komentarze i wskazowki

Brak przeniesienia/niecatkowite przeniesienie probki

a) Zatadowanie Jesli zatadowano objetos¢ probki mniejsza niz okreslona, istnieje zwiekszone
nieprawidtowej objetosci  ryzyko oznaczenia probki flaga ,niejasna” lub nieprzeniesienia probki(oznaczenie
prébki dla flaga ,niewazna”).
standardowych Zatadowac prawidtowa objetos¢ probki zgodnie z instrukcjami podanymi na
protokotow odpowiedniej karcie protokotu i liscie sprzetu laboratoryjnego.

b)  Pecherzyki powietrza Pecherzyki powietrza lub piana w prébce i/lub probéwce wejsciowej z probka moga
i/lub piana w probéwce doprowadzi¢ do nieprawidtowego wykrycia poziomu ptynu i pdzniejszego

niecatkowitego przeniesienia probki. Usuna¢ pecherzyki z probowki.
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Symbole

Ponizsze symbole moga znajdowa¢ sie winstrukcji uzycia lub na opakowaniu
i etykietach. Dodatkowe symbole objasniono w czeséci Zawartos¢ zestawu (strona 9).

Symbol Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia
<N> <N> testow

<

Wskazuje tgczna liczbe testow IVD, ktore mozna
wykonac¢ za pomocg produktu IVD.

Termin waznosci

VI

O

Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro

Znak CE. Ten produkt spetnia wymogi rozporzadzenia UE
2017/746 w sprawie wyrobéw medycznych do
diagnostyki in vitro.

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu (tj. oznaczenie sktadnika)
Sktadniki(t]. lista zawartosci)

Zawiera (zawarto$¢)

Liczbal (tj. fiolki, butelki)

a N ] I
JEEEERE =k

GTIN Globalny numer jednostki handlowej

A
=

R oznacza wydanie Instrukcji uzycia (Instrukcji obstugi),
antonumer wydania
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PROTK

WELL

i> =k

Sodium azide

iII
3

Ograniczenie temperatury

Producent

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Przestroga

Proteinaza K
Numer dotka (tj. dotek kasety z odczynnikami)
Kaseta z odczynnikami

Azydek sodu

Upowazniony przedstawiciel na terytorium Europy
zgodnie z Rozporzadzeniem (UE) 2017/746
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Zatacznik: Oznaczenie ilosciowe ccfDNA

Pomiar DNA za pomoca spektrofotometru nie jest zalecany ze wzgledu na bardzo
niskie stezenia ccfDNA w materiatach prébek. W celu okreslenia stezenia ccfDNA
zalecane jest wykonanie czutego i doktadnego oznaczenia ilosciowego opartego na
fluorescencji lub reakcji real-time PCR.

Jesli konieczne jest usuniecie czgstek magnetycznych, nalezy przytozy¢ probowke
zawierajgcg DNA do odpowiedniego separatora magnetycznego (np. QIAGEN 12-Tube
Magnet, nr kat. 36912), aby doszto do oddzielenia czastek magnetycznych.

Jesli DNA znajduje sie na mikroptytkach, przytozy¢ mikroptytke do odpowiedniego
separatora magnetycznego (np. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, nr kat. 36915), aby
doszto do oddzielenia czgstek magnetycznych. Jesli odpowiedni separator
magnetyczny nie jest dostepny, nalezy wirowa¢ probowki zawierajgce DNA
w mikrowiréwce przez 1minute przy maksymalnej predkosci, aby osadzi¢ wszelkie
pozostate czastki magnetyczne.
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Informacje dotyczagce zamawiania

Produkt

PreAnalytiX

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

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

Zawartosé

Zawiera 2 kasety z odczynnikami, probowki na 768566
proteinaze K oraz akcesoria

100 probdéwek: 16 x 100 mm, 1,5 ml dodatku, 768165
pobierana objetos¢ krwi wynoszaca 10 ml

QlAsymphony SP
instrument

Modut do przygotowywania probek OlAsymphony, 9001297
1rok gwarancji na czesci i robocizne

Powigzane produkty firmy QIAGEN

Proteinase K (10 mL)

Reagent Cartridge
Holder(2)

Cooling Adapter,
2mL, v2, Qsym

Cooling Adapter,
EMT, v2, Osym

Cooling Adapter,
Snap-Cap Microtube
QlAsymphony, Qsym

Sample Prep
Cartridges, 8-well
(336)

1x10 ml, butelka 19134

Uchwyt na kasete z odczynnikami do uzytku 997008
z aparatem QlAsymphony SP

Adapter chtodzacy do probdwek o pojemnosci 9020674
2 ml z nakretkami. Do uzytku w szufladzie ,Eluate”
(Eluat) aparatu QlIAsymphony SP

Adapter chtodzacy dla statywow EMT. Do uzytku 9020730
w szufladzie ,Eluate” (Eluat) aparatu QIAsymphony

SP

Adapter chtodzacy dla probowek Eppendorf® 9020731

LoBind z zatyczkg Safe-Lock o pojemnosci 1,5 ml.
Do uzytku w szufladzie ,Eluate”(Eluat) aparatu
QlAsymphony SP

8-dotkowe kasety do przygotowania prébek do 997002
uzytku z aparatem QlAsymphony SP
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Produkt Zawartosé m

8-Rod Covers (144) Zamkniecia 8-sztyftowe do uzytku z aparatem 997004
QlAsymphony SP

Filter-Tips, 200 pL Jednorazowe koncowki z filtrem, w statywie; 990332
(1024) (8 x128). Do uzytku z aparatami QlAcube’
i QlAsymphony SP/AS
Filter-Tips, 1500 pL, Jednorazowe koncowki z filtrem, w statywie; 997024
Osym SP(1024) (8x128). Do uzytku z aparatem QlAsymphony
SP/AS
Tip Disposal Bags(15)  Worki na zuzyte koncowki do uzytku z aparatem 9013395
OlAsymphony SP
12-Tube Magnet Magnes do separacji czastek magnetycznych 36912
w 12 probéwkach o pojemnosci 1,5 ml lub 2 ml
96-Well Magnet Magnes do separacji czastek magnetycznych 36915
Type A w dotkach ptytek 96-dotkowych, 2 mikroptytki

96-dotkowe FB

Reuse Seal Set(20) Zestawy paskow Reuse Seal do zamykania 997006
czesciowo zuzytych kaset z odczynnikami
QlAsymphony

Elution Microtubes CL  Niejatowe probowki polipropylenowe 19588
(24 % 986) (maksymalna pojemnosé 0,85 ml, pojemnosc

przechowywania ponizej 0,7 ml, pojemnos¢ elucji

0,4 ml); 2304 w statywach po 96; wraz z paskami

zatyczek

Caps for Elution Zatyczki do mikroprobowek do elucji (50 x 8) 19591

Microtubes (50 x 8)

14 mL Falcon Tube Probowka polistyrenowa z okrggtym dnem 17 x 100 Corning,
mm wykorzystywana jako nosnik probek dla 352051
aparatu QlAsymphony SP
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Historia zmian dokumentu

Wydanie Opis

R1, maj 2021r. Pierwsze wydanie

R2,maj2022r.  Usunieto niektore wystapienia oznaczenia (CE-IVDY'. Zaktualizowano tabele ,Zawartos¢ zestawu”.
Dodano adres www.PreAnalytiX.com jako adres strony, na ktorej mozna znalez¢ zasoby dotyczace
produktu. W czesci ,Informacje dotyczace bezpieczenstwa” ,probki’ okreslono jako ,probki krwi”.
W czesci Informacje dotyczace bezpieczenstwa” zastgpiono instrukcje ,Pozostatosci probek
i odczynnikéw nalezy usuwac” instrukcja ,Materiaty stwarzajace zagrozenie biologiczne i odpady
powstate po uzyciu zestawu nalezy usuwac”. Zaktualizowano czesci,A) Przygotowanie osocza
z krwi — protokoty standardowe” i ,B) Przygotowanie osocza z krwi — praca z probdwka pierwotng
w aparacie QlAsymphony SP".

R3, luty 2023r.  Zmieniono nazwe ulicy w adresie firmy PreAnalytiX GmbH z ,Feldbachstrasse” na ,Garstligweg 8".
Zaktualizowano sekcje Srodki ostroznosci. Dodano informacje dotyczace nagtych przypadkow
w sekcji Informacje dotyczace bezpieczenstwa. Poprawiono numer katalogowy proteinazy K (100
ml) w sekcji Informacje dotyczace zamawiania. Zmieniono uktad i wprowadzono poprawki
edytorskie.
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Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytaczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegolnych produktéw znajduja sie w instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika
odpowiedniego zestawu firmy PreAnalytiX® lub QIAGEN®. Instrukcje obstugi i podreczniki

uzytkownika zestawow PreAnalytiX i QIAGEN s3 dostepne w witrynie www.giagen.com.
Mozna je takze zaméwi¢ w serwisie technicznym lub ulokalnego dystrybutora firmy
QIAGEN.

&9PreAnalyt
Wiecej informacji: www.PreAnalytiX.com M I’C ]al}rth
HB-2866-003 02/2023

A GIAGEN / BD Company

Sktadanie zamowien www.qgiagen.com/shop | Pomoc techniczna www.support.qiagen.com | Strona WWW www.giagen.com
lub www.preanalytix.com


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