MagPurix Forensic DNA Extraction Kit

Kat. ¢. ZP02010 Doba zpracovani: 40-50 minut pro MagPurix 12S

40-60 minut pro MagPurix 24

Pouziti Souprava MagPurix Forensic DNA Extraction Kit je ur¢ena pro izolator
MagPurix, pro extrakci DNA z forenznich vzorkd

Aplikace Nukleové kyseliny extrahované pomoci soupravy MagPurix Forensic DNA
Extraction Kit Ize pouZit vpro kvantifikaci pomoci souprav Quantifiler®
Human, Quantifiler® Y Human Male, Quantifiler® Duo DNA Quantification Kits
a Investigator® Quantiplex kit, a pro pouziti pro STR amplifikaci pomoci
AmpFISTR® PCR Amplification kits

Pocet testu 48 extrakci

Slozky soupravy

Slozky soupravy Z2P02010-48
Reagencni kazeta 48 ks (6x8)
Reakéni komora 48 ks (6x8)
Drzak hrotu 48 ks (6x8)
Spicka s filtrem 50 ks (50x1)
Prorazeci hrot 50 ks (50x1)

Zkumavka na vzorky (2 ml) 50 ks (50x1)

Eluéni zkumavka (1,5 ml) 50 ks (50x1)
Proteinaza K (10mg/ml) 1ks (1 ml)
BL2 pufr 1ks (25 ml)
Filtracni kolonka 50 ks (50x1)
Sbérna zkumavka 50 ks (50x1)
Carové kédy programu 1ks
Privodce 1ks
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Obsah reak¢ni kazety
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jamka 1 prazdna
jamka 2 Lyzacni pufr 3 1000 ul
jamka 3 Vazebny pufr 1 1000 pl
jamka 4 Roztok magnetickych partikuli 800 pl
jamka 5 Promyvaci pufr 1B 1000 pl
jamka 6 Promyvaci pufr A 1000 ul
jamka 7 Promyvaci pufr B 1000 pl
jamka 8 Eluéni pufr 1 1000 pl
jamka 9 Elu¢ni pufr 2 1000 ul
jamka 10 prazdna
Skladovani Souprava MagPurix Forensic DNA Extraction Kit by méla byt skladovdna pfi

pokojové teploté (15-25° C). Kazety s reagenciemi nikdy nezamrazujte. Za
téchto podminek jsou soupravy stabilni po dobu 18 mésica.

Izolované purifikovanoué nukleové kyseliny skladujte pred provedenim
nasledné analyzy pfi 4°C (kratkodobé, méné nez 10 dni) nebo ji rozdélte na
Casti a uchovavejte pfi-70 ° C (dlouhodobé).
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Vychozi material

e Celd krev, srazenina / vyschla krev, forenzni povrchové a kontaktni tampény,
vlasové kofinky, sliny, skvrny spermatu, Zvykacky, cigarety, znamky, obalky,
tkané atd.

Pfiprava vzorku

Typ vzorku

Procedura

PInd krev
Cerstva nebo zamrazenad)

Chcete-li extrahovat DNA z vzork( plné krve, vyuZijte soupravu
MagPurix Blood DNA Extraction Kit 200 (ZP02001)

Srazend/suchd krev

1. Pouzijte 20pl vzorku krve na filtr-papiru nebo obvazu
2. Vzorek krve se vysuste na vzduchu

3. Odfiznéte ¢ast s vzorkam krve, preneste kusy do
zkumavky

4. Do vzorku pridejte 400ul BL2 a 20ul proteinasy K

5. Inkubujte pfi teploté 56 ° C po dobu 15 minut, nékolikrat
promichejte vortexem béhem inkubace nebo umistéte
vzorek do termomixeru

6. Preneste cely vzorek na filtr umistény ve zkumavce
7. Kratce odstredte pfi 500 x g, 1min

8. Pouzijte zkumavky pro extrakci

Forenzni povrchové a
kontaktni tampony

1. Nechte tampon nebo stérovy kartac vyschnout na
vzduchu nejméné 2 hodiny po odbéru

2. Opatrné vystfihnéte nebo rozlomte koncovou ¢ast
tamponu nebo Stétce do mikrocentrifugacni zkumavky o
objemu 1,5 ml pomoci vhodného nastroje (napt. nlizek)

3. Do vzorku pfidejte 200 nebo 400 pl pufru BL2

4. Pfidejte 20 ul proteinazy K, michejte vortexem po dobu
nejméné 10 s.
* Pokud zpracujete vzorky kartacu, kratce odstredte
zkumavku (pfi 10 000 x g po dobu 30 s), aby se kartac
stocCil na dno zkumavky

5. Inkubujte pfi teploté 56 ° C po dobu 15 minut. Michejte
vortexem nékolikrat béhem inkubace nebo umistéte
vzorek do termomixeru

6. Preneste cely vzorek na filtr umistény ve zkumavce
7. Kratce odstredte pfi 500 x g, 1min

8. Pouzijte zkumavky pro extrakci
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Vlasové kotinky
PoufZijte dva nebo tfi vlasy odfiznuté 0,5-1 cm od kofinkd

(Metodal)

1. Vzorek vlast preneste do 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky

2. Do vzorku pfidejte 200ul pufru BL2.

3. Pridejte 20 ul proteinazy K a 10 pl roztoku 1 M DTT * a
dikladné promichejte vortexem po dobu nejméné 10 s

4. Inkubujte pfi 56°C po dobu nejméné 6 hodin, nékolikrat
promichejte vortexem béhem inkubace nebo umistéte
vzorek do termomixeru

5. (volitelné) Pridejte dalSich 10 pl proteinasy K a 10 pl
DTT a inkubujte pfi 56°C, dokud nejsou vzorky vlasl
zcela rozpustény

6. Kratce odstredte zkumavku pro stazeni kapek zevnitt
vika

7. Preneste cely vzorek na filtraéni kolonku zkumavce

8. Kratce odstfedte pti 500 x g, Imin

©

Pouzijte zkumavky pro extrakci

* Pripravte 1M roztok DTT pfed zpracovanim protokolu (1M je
asi 15% DTT (m / v))

(Metoda 2)

1. Vzorek vlasu preneste do 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky

2. Do vzorku pfidejte 200ul pufru BL2.

3. Pridejte 20 ul proteinazy K a dikladné promichejte
vortexem po dobu nejméné 10 s

4. Inkubujte pfi 56°C pres noc, nékolikrat promichejte
vortexem béhem inkubace nebo umistéte vzorek do
termomixeru

5. Kratce odstfedte zkumavku pro stazeni kapek zevnitf
vika
6. Preneste cely vzorek na filtra¢ni kolonku zkumavce

7. Kratce odstredte pfi 500 x g, 1min

8. Pouzijte zkumavky pro extrakci
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Lidska tkan Pro poutZiti az 40 mg tkané
1. Vzorek tkané umistéte do 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky

2. Do vzorku pfidejte 200 nebo 400 ul pufru BL2 a 20 pl
proteindzy K a dlikladné promichejte vortexem po dobu
10s

3. Inkubujte pti 56 ° C nejméné po dobu 2 hodin,
* nékolikrat promichejte v prabéhu inkubace nebo
umistéte vzorek do termomixeru
* Inkubace po delsi dobu (napf. pfes noc) neni pro extrakci
nukleovych kyselin problém

4. Kratce odstfedte zkumavku pro stazeni kapek zevnitr vika
5. Preneste cely vzorek na filtraéni kolonku zkumavce
6. Kratce odstfedte pfi 500 x g, 1min

7. Pouzijte zkumavky pro extrakci

Sliny 1. Do 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky preneste az 50 ul
slin

2. Do vzorku pfidejte 200 ul pufru BL2

3. Pridejte 20 pl proteinazy K a dikladné promichejte
vortexem po dobu 10 s

4. Inkubujte pfi teploté 56 ° C po dobu 15 minut, nékolikrat
promichejte vortexem béhem inkubace nebo umistéte
vzorek do termomixeru.

5. Kratce odstfedte zkumavku pro stazeni kapek zevnitf vika

6. Vezméte zkumavku 200 pl na extrakci

Stopy spermatu 1. Do centrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml pfeneste 5 aZ
10 pl nebo 1 cm2 forenzniho vzorku

2. Do vzorku pfidejte 200 nebo 400 ul pufru BL2

3. Pridejte 20 pl proteinazy K a diikladné promichejte
vortexem po dobu 10 s

4. Inkubujte pfi teploté 56 ° C po dobu 15 minut, nékolikrat
promichejte v prlbéhu inkubace nebo umistéte vzorek do
termomixeru

5. Kratce odstfedte zkumavku pro stazeni kapek zevnitr vik
6. Preneste cely vzorek na filtr umistény ve zkumavce
7. Kratké odstredte pfi 500 x g, 1min

8. Pouzijte zkumavku pro extrakci
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Zvykacka Doporucuje se pouZiti az 40 mg zvykacek roziezanych na malé
kousky

1. Preneste vzorek Zvykaci gumy do 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky

2. Do vzorku pridejte 200ul pufru BL2.

3. Pridejte 20 pl proteinazy K a dlikladné promichejte
vortexem po dobu 10s.

4. Inkubujte pfiteploté 56 ° C po dobu 15 minut, nékolikrat
promichejte v pribéhu inkubace nebo umistéte vzorek do
termomixeru

5. Kratce odstfedte zkumavku pro stazeni kapek zevnitf vik

6. Pouzijte zkumavku pro extrakci

Cigaretové nedopalky Doporucuje se pouzit pfiblizné 1 cm2 papiru z konce cigarety
nebo filtru

1. Vzorek cigaretového nedopalku umistéte do 1,5 ml
mikrocentrifugacni zkumavky

2. Do vzorku ptidejte 200 nebo 400 ul pufru BL2
(Zkontrolujte, zda vzorek absorboval pufr BL2, v pfipadé
potieby pfidejte do vzorku dalsi pufr BL2)

3. Pridejte 20 pl proteinazy K a dikladné promichejte
vortexem po dobu 10 s

4. Inkubujte pfi teploté 56 ° C po dobu 15 minut, nékolikrat
promichejte v pribéhu inkubace nebo umistéte vzorek do
termomixeru

5. Kratce odstfedte zkumavku pro stazeni kapek zevnitr vik

6. PouZijte 200ul do zkumavky pro extrakci

Znamky, obalky Pouzije se postovni znamku nebo obalka o rozmérech 0,5-2,5

cm?

1. Vsechny vzorky se umisti do 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky

2. Do vzorku pfidejte 200 nebo 400 ul pufru BL2
(Zkontrolujte, zda vzorek absorboval pufr BL2, v pfipadé
potieby pridejte do vzorku dalsi pufr BL2)

3. Pridejte 20 ul proteinazy K a dikladné promichejte
vortexem po dobu 10 s

4. Inkubujte pfi teploté 56 ° C po dobu 15 minut, nékolikrat
promichejte v pribéhu inkubace nebo umistéte vzorek do
teploméru

5. Kratkou zkumavku odstrarite z vnitrku vika

6. Vezméte 200 ul vzorku do vzorku pro extrakci
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Vysledek

(1) Vynos

Pro kvantifikaci lidské genomové DNA byl pouzit kit QIAGEN Investigator ® Quanpleplex. Standardni
kfivka (obr. 1A a 1B) byla stanovena pomoci standard( pro vypocet koncentrace genomové DNA.
Vysledky byly vyneseny jako Ct a pocitany pomoci PCR v redlném case (tabulka 1)

Fig.1A
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Fig. 1B
Mame Ct Given CDnc(ugfu|Calc Canc {ugful) iRep. Ct
Control DMNA 21 20yl 19.52 20 23.4924293079773 19.70
Control DMNA 21 20ncyful 19.89 20 17.743816822679
Contral DNA 21 Sng/ful 21.53 b 5.28297255153993 21.54
Control DMNA Z1 Brgful 21.56 5 5.15606510351862
Contral DMNA 21 1,28ngyul 23.72 1.25 1.03901378233338 23.60
Contral DA 21 1,25ng/l 23.48 1.25 1.237568118394785
Contral DMNA £1 0,37 25ng/l 25.76 0.3125 0.228295414974509 25.69
Control DMNA 21 0,31 25ng/ul 25.63 0.3125 0.251926125265275
Control DMNA 21 0,078125no/l 26.64 0.078125 0.118599321404503 26.86
Contral DMNA 21 0,078125ngdl 27.08 0.078125 8.5802916644041 2E-02
Control DMNA 21 0,0185371 25ngul 28.51 0.01953125 2.97115046127299E-02 28,62
Contral DMNA 21 0,019531 25ng/wl 28.74 0.01953125 2.50882331404593E-02
Contral DMNA 21 0,00488281 25ng/l 320z 0.004862813 2.18504909354026E-03 3133
Control DMA 21 0,00488281 25ng/l 30.64 0.004882813 B.08706490645644E-03
MNTC
NTC
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Tabulka 1

Vysledky analyzy ziskané pomoci kitu investigator® Quantiplex

Typ vzorku Ct Con. (ng/ul)
Ustni stér 21-25 3-17
Cigaretovy nedopalek 25-26 1,2-1,6

Stér z okraje sklenice 27-28 0,4-0,5
Brcko 30,5-31 0,048
Vlasové kotinky 27-38 0,0005-0,68
Nehty 27-29 0,2-0,7
Susené betelové ofisky — 10mg | 26-27 0,9-1,2
Skvrna vyschlé krve -2pl* 29,3-30,6 0,01-0,006
Skvrna vyschlé krve -5ul* 27,5-27,8 0,051-0,057
Skvrna vyschlé krve -10ul* 26-26,5 0,12-0,18

e Pouzijte vzorek krve, kde pocet bilych krvinek je okolo 5000 bunék/ul

(2) Skalovatelnost

Vytvorte krvavé skvrny rlizna velikosti pfidanim 2, 5 a 10 ml krve na filtra¢ni papir. Nechte krev na
vzduchu zaschnout a extrahujte DNA soupravou MagPurix Forensic DNA kit. Vysledek byl analyzovan

soupravou Investigator® Quantiplex:.

IINume |Ot |Culc Conc (ug/ul) IRep. Ct

NTC

NTC

2ul blood spotwc5000 29.32 1.61428677713519€E-02 29.99
2ul blood spotwcs000 30.66 5.90729200049097E-03

Sul blood spotwcs000 2762 5.73272999113135E-02 27.70
5ul blood spotwch000 27.77 5.14260571412719E-02

10ul blood spot-wc5000 26.01 0.191026109793408 26.28
10ul blood spotwcs000 26.55 0.128416666068004
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Kontroly / interni kontrola

PouZiti vhodnych kontrol pro naslednou analyzu:

Typ

Popis

Umisténi

Pozitivni kontrola

Pouziti vzorku pozitivniho pro cil

Vlozte do zkumavky pro vzorek

Negativni kontrola

Pouziti vzorku negativniho pro cil
nebo vodu (NTC)

Vlozte do zkumavky pro vzorek

Interni kontrola (IC)

Pouziti definovaného mnozstvi
kontroly

Umistéte do zkumavky na vzorky
nebo do kulaté jamky reakéni
komory

Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni kvality spolecnosti ZINEXTS, ktery je certifikovan podle ISO, kazda fada

soupravy MagPurix Forensic DNA Extraction Kit je testovana na zakladé predem stanovenych
specifikaci pro zajisténi konzistentni kvality produktu.
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