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utilizeaza tehnologia QlAamp pentru izolarea si purificarea
acizilor nucleici virali din probele de plasma sau ser uman,
pentru proceduri de diagnosticare in vitro.
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Continutul kitului

QlAamp DSP Virus Kit

Manual

Nr. de catalog 60704
Numar de preparari 50
QlAamp MinElute®  QIAamp MinElute Columns with Wash Tubes (Coloane 50
QIAamp MinElute cu tuburi de spalare) (WT) (2 ml)
EXT Column Extenders (Prelungitoare pentru coloane) (3 ml) | oL | EXT | 50
ET Elution Tubes (Eprubete pentru elutie) (1,5 ml) | ELU | TURE | 50
\% Conectori VacConnector | VAC | CON | 50
LT Lysis Tubes (Eprubete pentru liza) (2 ml) | LYS | TURE | 50
WT Wash Tubes (Tuburi de spalare) (2 ml) | WASH | TUBE | 50
AL Lysis Buffer (Solutie tampon pentru liza)* | LYs | BUF | 33 ml
AW1 Wash Buffer 1 (concentrate) (Solutie tampon de spalare 1 19 ml
(concentrat))* | WASH | BUF | 1 | CON |
AW2 Wash Buffer 2 (concentrate) (Solutie tampon de spalare 2 | WASH | BUF | 7 | CON | 13 ml
(concentrat))*
AVE Elution Buffer (purple caps) (Solutie tampon de elutie | ELU | BUF | 4x2ml
(capace mov))*
PS Protease Solvent (Solvent proteazic)® | QPROT | SOLY | 4,4 ml
Carrier Carrier RNA (red caps) (ARN de transport (capace rosii)) | CAR | EMA | 310
QP QIAGEN® Protease (QIAGEN® proteaza) QPROT 1 flacon
CD 1
H©B
1

*

pagina 7 pentru informatii privind siguranta.
Contine azida de sodiu cu rol de conservant.
Volum in resuspensie 4,4 ml.

o+

Contine clorhidrat de guanidina. Nu este compatibil cu dezinfectantele care contin substante de albire. A se vedea
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Kitul contine reactivi pentru 50 de preparari de probe

Consultati informatiile din manual

Destinat utilizarii de catre

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro
Numar catalog

Numar de lot

Numar material

Componente

Volum

Limitari de temperatura

La sosire

Producator legal
Nota importanta
Schimbati manusile dupa etapa protocolului marcaté cu acest simbol

Deschideti la livrare; depozitati Coloanele QIAamp Mini Spin la 2-8 °C

Numar de comercializare global articol

Notati data curentd dupa adaugarea etanolului in flacon

Adaugare

Contine

Liofilizat

A se reconstitui in
Etanol

Clorhidrat de guanidina
Acid maleic

Subtilizina

Duce la
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Depozitarea

Coloanele QlAamp MinElute trebuie depozitate la 2—8 °C la sosire.
Toate solutiile tampon pot fi depozitate la temperatura camerei (15-25 °C).

ARN-ul de transport liofilizat poate fi depozitat la temperatura camerei pana la data de expirare.
ARN-ul de transport poate fi dizolvat doar in solutie tampon de elutie (AVE); ARN-ul de
transport dizolvat trebuie adaugat imediat in solutia tampon pentru liza (AL), conform descrierii
de la pagina 18. Aceasta solutie trebuie preparata in stare proaspata si este stabila la 2-8 °C
timp de maximum 48 de ore. Partile nefolosite de ARN de transport, dizolvate Tn solutie tampon
de elutie (AVE), trebuie congelate in parti alicote la —20 °C.

QIAGEN proteaza (QP) liofilizata poate fi depozitatd la temperatura camerei pana la data de
expirare, fara reducerea performantei.

QIAGEN proteaza (QP) reconstituita este stabila pe o perioadd de maximum 1 an, daca este

depozitata la 2-8 °C, dar doar pana la data de expirare.

Solutia tampon de spalare 1 (AW1) reconstituitd si solutia tampon de spalare 2 (AW2)
reconstituita sunt stabile pe o perioada de maximum 1 an, daca sunt depozitate la temperatura

camerei, dar doar pana la data de expirare.
Controlul calitatii

in conformitate cu sistemul total de management al calitatii certificat al QIAGEN, fiecare lot de
kituri QlAamp DSP Virus este testat pentru specificatiile prestabilite, pentru a asigura calitatea
constanta a produsului.

Domeniul de utilizare

Kitul QlAamp DSP Virus este un sistem generic, care utilizeaza tehnologia QlAamp pentru
izolarea si purificarea acizilor nucleici virali din probele de plasma sau ser uman, in scopul
diagnosticarii in vitro. Orice rezultate de diagnostic generate utilizadnd procedura de preparare a
probelor, in asociere cu orice test NAT de diagnosticare din aval, trebuie interpretate in relatie
cu alte rezultate clinice sau de laborator.
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Produsul este destinat utilizérii de catre utilizatori profesionisti, cum ar fi tehnicieni si medici
instruiti in tehnicile de biologie moleculara. Acesta este conceput pentru a fi folosit cu orice
aplicatie din aval care utilizeaza amplificarea enzimatica sau altéd modificare enzimaticad a ADN-
ului sau a ARN-ului, urmata de detectarea sau amplificarea semnalului. Acizii nucleici virali
izolati si purificati pot fi folositi atat in testele NAT de diagnosticare calitative (de exemplu,

screening sanguin), precum si in testele cantitative (de exemplu, monitorizarea incarcarii virale).

Pentru a reduce la minimum neregulile din rezultatele de diagnostic, produsul este destinat
utilizarii atat cu o substanté de control interna, cét si cu substante de control pozitive si negative
pe toata durata procesului de preparare a probei si a procesului de amplificare si de detectare a

probei, in functie de testul din aval utilizat.

Produsul este conceput pentru utilizare cu sistemul de vidare QlAvac 24 Plus sau cu un sistem
de vidare echivalent.

Limitari in utilizarea produsului

Kitul nu este destinat utilizarii cu celulele sanguine, tisulare, ale maduvei osoase sau cu celule
de cultura. De asemenea, kitul nu este destinat izolarii si purificarii acizilor nucleici bacterieni,
fungici sau parazitari. Performanta kitului in izolarea si purificarea acizilor nucleici virali fatéd de

alte fluide corporale acelulare, precum urina si lichidul cefalorahidian (LCR), nu a fost evaluata.
Avertizari si precautii

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de
unica folosinta si ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii suplimentare, consultati fisele
cu date de securitate (safety data sheets, SDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile
online ntr-un format PDF usor de utilizat si compact, la adresa www.giagen.com/safety unde
puteti gasi, vizualiza si tipari fisa cu date de securitate a fiecarui kit QIAGEN si a fiecarei
componente a kitului.

ATENTIE: Nu adaugati solutii de albire sau solutii acide in deseurile rezultate din
prepararea probelor.

Solutia tampon pentru lizd (AL) si solutia tampon de spalare 1 (AW1) contin clorhidrat de
guanidina, care, in combinatie cu solutile de albire, pot forma compusi cu reactivitate ridicata.
Daca lichidul care contine aceste solutii tampon se varsa, curatati cu un detergent adecvat pentru
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laborator si cu apa. Daca lichidul varsat contine agenti potential infectiosi, curatati mai intai zona

afectata cu detergent pentru laborator si cu apa, iar apoi cu hipoclorit de sodiu 1% vol.

Daca flacoanele cu solutie tampon sunt deteriorate sau prezinta scurgeri, purtati manusi si
ochelari de protectie in timpul aruncarii flacoanelor, pentru a evita vatamarea corporala proprie

sau a altor persoane.

QIAGEN nu a testat deseurile lichide generate prin procedura QlAamp DSP Virus pentru
materiale reziduale infectioase. Contaminarea deseurilor lichide cu materiale reziduale
infectioase este extrem de putin probabild, dar nu poate fi exclusa in intregime. Prin urmare,
deseurile lichide trebuie considerate infectioase si trebuie manipulate si aruncate in

conformitate cu reglementarile locale de siguranta.

Urmatoarele fraze de pericol si de precautie se aplica pentru componentele kitului QlAamp DSP
Virus.

Solutie tampon AL

Contine: clorhidrat de guanidina; acid maleic. Avertisment! Poate fi nociv in caz de inghitire sau

inhalare. Provoaca iritarea pielii. Provoaca o iritare grava a ochilor. Poate provoca o reactie

alergica a pielii. Daca iritarea ochilor persista: Consultati medicul. Scoateti imbracamintea

contaminatd si spalati-o nainte de reutilizare. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de

protectie/ochelari de protectie/masca de protecie.

Solutie tampon AW1

Contine: clorhidrat de guanidina. Avertisment! Nociv in caz de inghitire sau inhalare. Provoaca
iritarea pielii. Provoaca o iritare grava a ochilor. Sunati la un CENTRU DE INFORMARE
TOXICOLOGICA sau la un medic, daca nu va simtiti bine. Aruncati continutul/recipientul la o
unitate autorizata de eliminare a deseurilor. Scoatefi imbracamintea contaminata si spalati-o
Tnainte de reutilizare. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de

protectie a ochilor/echipament de protectie a fetei.
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QIAGEN proteaza

Contine: Subtilizina. Pericol! Provoaca iritarea usoara a pielii. Provoaca leziuni oculare grave.

Sk
i S . . - <o TN .
Poate provoca simptome de alergie sau astm sau dificultati de respiratie in caz de inhalare.

Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-ul. Aruncati continutul/recipientul la o
unitate autorizatd de eliminare a deseurilor. In caz de simptome respiratorii: Sunati la un
CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau la un medic. IN CAZ DE CONTACT CU OCHII:
Clatiti cu atentie cu apa, timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca este cazul
si dacé acest lucru se poate face cu usurintd. Continuati sa clatiti. IN CAZ DE INHALARE: Daca
respiratia este dificila, transportati victima la aer liber si mentineti-o in stare de repaus, intr-o
pozitie confortabild pentru respiratie. Sunati la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA

sau un medic. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/ochelari de protectie/masca

de protectie. Purtati echipament de protectie respiratorie.
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Introducere

Kitul QlAamp DSP Virus utilizeazd o tehnologie consacrata pentru izolarea si purificarea
simultana a ADN-ului si @ ARN-ului viral. Procedura QlAamp DSP Virus combina proprietatile
de legare selectiva ale unei membrane pe baza de silice cu volume de elutie minime de 20 pl

sau de 60 pl.

Intervalul liniar al procedurii QIAamp DSP Virus a fost determinat pentru HIV ARN si HIV ADN

Tn mai multe teste de diagnosticare din aval (Tabelul 1, Figura 1 si Figura 2).

Tabelul 1.-Teste de diagnosticare din aval, in care a fost testat intervalul liniar al procedurii QlAamp DSP Virus

Test Kit
RT-PCR in timp real pentru HIV ARN Testul TagMan® si testul cobas® AMPLICOR HIV-1 MONITOR®
PCR in timp real pentru HIV ADN Testul TagMan si testul cobas AMPLICOR HBV MONITOR®
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Figura 1. Intervalul liniar al procedurii QIAamp DSP Virus utilizand testele TagMan. Intervalul liniar al procedurii QIAamp
DSP Virus la un volum de elutie de 60 pl a fost determinat folosind testele TagMan pentru [ HIV ARN si E HBV ADN.
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Figura 2. Intervalul liniar al procedurii QIAamp DSP Virus utilizand testele cobas AMPLICOR MONITOR. Intervalul
liniar al procedurii QlAamp DSP Virus la un volum de elutie de 60 pl a fost determinat folosind testele cobas AMPLICOR
MONITOR pentru [§ HIV ARN si [§ HBV ADN.

Procedura este adecvata pentru utilizare cu plasma sau cu serul; oricare dintre acestea poate
contine citrat sau EDTA. Probele pot fi proaspete, liofilizate sau congelate, cu conditia sa fi fost
congelate si decongelate o singura data. Procedura poate fi utilizatd pentru izolarea ARN-ului si
a ADN-ului viral dintr-o varietate larga de virusuri ARN si ADN. Procedura este conceputa
pentru a evita contaminarea incrucisata intre probe si pentru a permite manipularea sigura a
probelor potential infectioase. Procedura este extrem de adecvata pentru procesarea simultana
a mai multor probe. Acizii nucleici virali sunt eluati in solutie tampon de elutie (AVE), pregatiti
pentru utilizare n reactii de amplificare sau pentru depozitare la —20 °C.
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Principiu si procedura
Procedura QlAamp DSP Virus este formata din 4 etape:

® Lizarea particulelor de virus in proba

® |egarea acizilor nucleici virali din lizat cu membrana unei coloane QlAamp MinElute
® Spalarea membranei

® FEluarea acizilor nucleici virali din membrana

Procedura este realizata utilizand coloane QlAamp MinElute pe un colector de vidare.

Volumul probei

Limita de detectie (detection limit, DL) si limita de cuantificare (quantification limit, QL), in
conformitate cu recomandarile ICH 2QA si 2QB, au fost determinate pentru procedura QlAamp
DSP Virus (cu un volum initial al probei de 500 pl si cu volume de elutie de 20 pl si de 60 pl),
utilizand diverse teste de diagnosticare din aval (Tabelul 2 si Tabelul 3).

Tabelul 2.-Limita de detectie a procedurii QlAamp DSP Virus

Test Volum de elutie Prag de 95%
artus® RealArt™ HBV ADN 20 pl 2,31 Ul/ml (n = 240)
artus RealArt HCV ARN 20 ul 24,31 Ul/ml (n = 192)
AMPLICOR manual HIV ARN 60 pl 90,92 Ul/ml (n = 209)
TagMan HBV ADN 60 pl 4,73 Ul/ml (n = 192)

Tabelul 3.-Limita de cuantificare a procedurii QlAamp DSP Virus

Test QL CcVv
TagMan HBV ADN 5,7 Ul/ml <70% (n = 88)
TagMan HIV ARN 52 Ul/ml <60% (n = 88)
cobas AMPLICOR HIV ARN 100 Ul/ml <60% (n = 88)
cobas AMPLICOR HBV ADN 30 Ul/ml <60% (n = 88)
cobas AMPLICOR HCV ARN® 700 Ul/ml <60% (n = 66)

Lizarea particulelor de virus

Probele sunt lizate in conditii de denaturare la temperaturi ridicate. Liza este realizata in
prezenta QIAGEN proteaza (QP) si a solutiei tampon pentru lizd (AL), care asigura impreuna

neutralizarea RN-azelor.
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Legarea acizilor nucleici de membrana coloanei QIAamp MinElute

Pentru a optimiza legarea ADN-ului si a ARN-ului viral de membrana coloanei QlAamp
MinElute, etanolul este primul adaugat in lizate. Ulterior, fiecare lizat este aplicat unei coloane
QlAamp MinElute si acizii nucleici virali sunt adsorbiti pe membrana de silicagel, in timp ce

lizatul este extras prin presiunea vidului.

Eliminarea agentilor de contaminare reziduali

Tn timp ce acizii nucleici virali rdman legati de membrana coloanei QlAamp MinElute, agentii de
contaminare sunt indepartati prin spalare in mod eficient, utilizand mai intai solutia tampon de
spalare 1 (AW1), apoi solutia tampon de spalare 2 (AW2), apoi etanolul.

Eluarea acizilor nucleici puri

Acizii nucleici virali sunt eluati din membrana coloanei QlAamp MinElute, utilizand solutie tampon
de elutie (AVE). Coloanele QlAamp MinElute permit volume de elutie de 20 pl sau de 60 pl.

In functie de testul din aval utilizat, eluatul acidului nucleic poate contine pan& la 50% din

volumul de reactie, fara niciun fel de efect de inhibare.

Manualul kitului QlAamp DSP Virus 08/2018
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Procedura QIAamp DSP Virus

Proba

Cititi cu atentie protocolul (pagina 25) inainte de a incepe
Adaugati 75 pl QP, 500 pl proba si 500 ul AL in LT

Vortexati 15 s

Incubati 15 min (£ 1 min) la 56 °C (£ 1 °C)

v
Adaugati 600 pl etanol
Vortexati 15 s
Realizati Incubati 5 min (£ 1 min) la temperatura camerei (15 — 25 °C)
legarea
Transferati lizatul Tn coloana QlAamp MinElute cu

Liza

Vidati prelungitoarele atasate
Spalati . o
) (AW1) Adaugati 600 pl de AW1 reconstituita
{
indepartati Indepartati prelungitoarele
prelungitoarele
Tnainte de

Vidati aplicarea vidului

ﬁ (S,A[\)\fa\/lg)t ! Adaugati 700 pl de AW2 reconstituita
Vidati
% B Adaugati 750 pl etanol

Vidati

Centrifugati in

atmosfera Amplasati coloana QlAamp MinElute in WT
uscatd Centrifugati 1 min la 14.000 rot/min

Eluati Amplasati coloana QlAamp MinElute in WT
Incubati 3 min la 56 °C

Amplasati coloana QlAamp MinElute in ET
Adaugati 20 pl sau 60 pl de AVE

Incubati 3 min la temperatura camerei
Centrifugati 1 min la 14.000 rot/min

<) <}

Acid nucleic viral
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Echipamente si reactivi care trebuie pusi la
dispozitie de utilizator

Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de
unica folosinta si ochelari de protectie adecvati. Pentru informatii suplimentare, consultati fisele
cu date de securitate (SDS) corespunzatoare, disponibile de la furnizorul produsului.

Etanol (96—-100%)

® Pipete* si varfuri de pipete (pentru a preveni contaminarea incrucisata, recomandam cu

fermitate utilizarea varfurilor de pipete cu bariere de aerosoli)

® Manusi de unica folosinta

e Bloc termic* pentru lizarea probelor la 56 °C (recomandam Eppendorf® Thermomixer
comfort cu termobloc pentru microeprubete de testare de 2,0 mi')

® Microcentrifuga*

e Cilindru de masurare (50 ml)

® Agitator vortex

e Sistem de vidare QlAvac 24 Plus* (QlAvac 24 Plus, cat. nr. 19413, sistem de conectare
QlAvac, cat. nr. 19419 si pompa de vidare, cat. nr. 84020%) sau un sistem de vidare de
laborator universal echivalent

*

Pentru a va asigura ca probele sunt procesate in mod corespunzator in timpul procedurii QlAamp DSP Virus,
recomandam cu fermitate ca instrumentele (de exemplu, pipetele si blocurile termice) sé fie calibrate in conformitate cu
recomandarile producatorilor.

Aceasta nu este o listd completa a furnizorilor si nu include numerosi comercianti importanti de consumabile biologice.
Disponibil de la jumatatea anului 2004; consultati www.giagen.com/products/accessories.

Cat. nr. 84020 se refera la o pompa adecvata pentru tarile europene (de exemplu, Germania). Pentru tarile cu cerinte
diferite pentru tensiune sau stechere, contactati Serviciul Tehnic QIAGEN.

w s+
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Note importante

Elemente importante Tnainte de incepere

® Dupa primirea kitului, verificati componentele acestuia pentru semne de deteriorare. Daca
ambalajele de tip blister sau flacoanele cu solutie tampon sunt deteriorate, contactati
Serviciile Tehnice QIAGEN sau distribuitorul local. in cazul scurgerilor de lichide, consultati
JAvertizari si precautii” (pagina 7).

e Nu utilizati componente deteriorate ale kitului, deoarece utilizarea acestora poate duce la o
performanta slaba a kitului.

e Utilizati intotdeauna echipamente fara RN-aza.
® Depozitati etanolul (96 — 100%) in gheata in timpul procedurii.

e nlocuiti intotdeauna varfurile pipetelor intre transferurile de lichide. Pentru a evita
contaminarea incrucisata, recomandam utilizarea varfurilor pentru pipete cu bariera de
aerosoli.

® Toate etapele de centrifugare sunt realizate la temperatura camerei (15-25 °C).

e Utilizati intotdeauna manusi de unica folosinta si verificati cu regularitate daca acestea sunt
contaminate cu materialul probei.

® Aruncati manusile daca acestea sunt contaminate si cel putin in toate etapele marcate cu

simbolul manusa.
® Pentru a evita contaminarea incrucisata, deschideti cate o eprubeta pe rand.

® Nu utilizati componente de la alte kituri impreuna cu kitul utilizat momentan, daca numerele
loturilor nu sunt identice.

e Evitati contaminarea microbianda a reactivilor kitului.

e Pentru a garanta siguranta impotriva materialelor potential infectioase, recomandam lucrul

n conditii de curgere laminara a aerului, pana la lizarea probelor.

® Acest kit trebuie utilizat doar de personalul instruit in practica de laborator pentru
diagnosticare in vitro.

® Procedura ofera instructiuni pentru procesarea unei singure probe de plasma sau de ser. Cu
toate acestea, pe sistemul de vidare QlAvac 24 Plus pot fi procesate simultan pana la 24 de
probe.
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Prepararea ARN-ului
Tn timpul preparérii ARN-ului viral, lucrati rapid in timpul etapelor manuale ale procedurii.

Solutia tampon de elutie (AVE) contine azida de sodiu*, un agent antimicrobian care previne
dezvoltarea organismelor care produc RN-aza. Cu toate acestea, deoarece solutia tampon nu
contine substante chimice de degradare a RN-azelor, aceasta nu va inhiba activ RN-azele
generate din cauza unei manipulari necorespunzatoare. Manifestati o atentie deosebita pentru a

evita contaminarea cu RN-aze in timpul manipularii solutiei tampon de elutie (AVE).

Depozitarea probelor

Dupa recoltare si centrifugare, plasma sau serul pot fi depozitate la 2-8 °C timp de maximum
6 ore. Pentru depozitarea pe termen lung, se recomanda congelarea la —20 °C sau la —80 °C in
parti alicote. Probele de plasméa sau de ser congelate nu trebuie decongelate de mai multe ori.
Ciclurile repetate de congelare—decongelare conduc la denaturarea si precipitarea proteinelor,
avand ca rezultat titre virale reduse si, prin urmare, randamente reduse ale acizilor nucleici
virali. Tn plus, crioprecipitatele formate in timpul ciclului de congelare—decongelare vor colmata
membrana coloanei QlAamp MinElute. Tn cazul in care crioprecipitatele sunt vizibile, acestea
trebuie aglomerate prin centrifugare la aproximativ 6800 x g timp de 3 minute. Lichidul
supernatant limpezit trebuie aspirat si procesat imediat, fara tulburarea peletului.

Prepararea reactivilor si a solutiilor tampon
Prepararea QIAGEN proteaza

Adéaugati intregul continut al flaconului care contine 4,4 ml de solvent proteazic (PS) in flaconul
cu QIAGEN proteaza (QP) liofilizatd si amestecati cu atentie. Pentru a evita formarea de
spumd, amestecati prin rasturnarea flaconului de mai multe ori. Asigurati-va ca QIAGEN
proteaza (QP) s-a dizolvat complet.

@ Nu adaugati QIAGEN proteaza (QP) direct in solutia tampon pentru liza (AL).

* Atunci cand lucrati cu substante chimice, utilizati intotdeauna un halat de laborator, manusi de unica folosinta si ochelari
de protectie adecvati.
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Adaugarea ARN-ului de transport si a substantei de control interne in solutia tampon
pentru liza

ARN-ul de transport deserveste doua scopuri. in primul rand, imbunatateste legarea acizilor
nucleici virali de membrana coloanei QlAamp MinElute, in special daca in proba exista foarte
putine molecule tinta. Tn al doilea rand, addugarea unor cantitati mari de ARN de transport
reduce posibilitatea degradarii ARN-ului viral in cazurile rare in care moleculele de RN-aza nu
sunt denaturate de sarurile caotropice si de detergentul din solutia tampon pentru liza (AL).
Daca ARN-ul de transport nu este adaugat in solutia tampon pentru lizé (AL), acest lucru poate

duce la o recuperare redusa a ARN-ului sau a ADN-ului viral.

De asemenea, ARN-ul de transport poate fi inclus Tn unii reactivi ai substantelor de control
interne din testele din aval comerciale. In aceste cazuri, consultati instructiunile de utilizare

relevante puse la dispozitie de producétorul testului din aval.

Utilizarea unei substante de control interne este recomandata cu fermitate in timpul utilizarii
kitului QlAamp DSP Virus in asociere cu sisteme de amplificare pentru diagnosticare. ARN-ul
sau ADN-ul cu substanta de control internd si ARN-ul de transport reconstituit trebuie adaugate
in solutia tampon pentru lizd (AL) si amestecate bine, prin rasturnarea eprubetei de 10 ori.

Pentru a evita formarea de spuma, nu vortexati.

Pentru a determina concentratia optima de substanta de control interna, consultati instructiunile
producatorului. Utilizarea unei concentratii diferite de cea recomandaté poate duce la rezultate
incorecte. Atunci cand se calculeaza cantitatea corectd de substantd de control internd care
trebuie utilizata, luati Tn considerare volumul initial al probei si volumul de elutie. Retineti: kitul

QlAamp DSP Virus utilizeaza un volum initial al probei de 500 .

Pentru a prepara solutia de ARN de transport, adaugati 310 pl de solutie tampon de elutie
(AVE) in eprubeta care contine 310 ug de ARN de transport liofilizat, pentru a obtine o solutie
de 1 pg/pl. Dizolvati bine ARN-ul de transport, impartiti-l in parti alicote dimensionate in mod
convenabil si depozitati la —20 °C. Nu congelati—-decongelati partile alicote de ARN de transport
mai mult de 2 ori.

Retineti ca ARN-ul de transport nu se dizolva in solutia tampon pentru liza (AL). Acesta trebuie
dizolvat mai intai in solutie tampon de elutie (AVE), apoi adaugat in solutia tampon pentru liza
(AL). Asigurati-va ca ARN-ul de transport este complet dizolvat in volumul corect de solutie
tampon de elutie (AVE) inainte de amestecarea acestuia cu solutie tampon pentru liza (AL).
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@ Utilizati intotdeauna substanta de control interna corecta pentru testul din aval. Consultati

instructiunile producatorului pentru informatii suplimentare.

Calculati volumul amestecului de solutie tampon pentru liza (AL)/ARN de transport, necesar
pentru fiecare lot de probe, prin selectarea numarului de probe care trebuie procesate simultan

din Tabelul 4. Volumele sunt calculate utilizand urmatorul calcul al probei:
nx0,55ml=yml
y mlx 11,2 pl/ml =z pl

unde: n = numarul de probe care trebuie procesate simultan

y = volumul calculat al solutiei tampon pentru liza (AL)

z = volumul ARN-ului de transport/solutiei tampon de elutie (AVE) care trebuie addugat
n solutia tampon pentru liza (AL)

Tabelul 4.-Volumele de solutie tampon pentru liza (AL) si ARN de transport/solutie tampon de elutie (AVE)
necesare pentru procedura QlAamp DSP Virus

Vol. ARN de Vol. ARN de
Nr. de probe Vol. AL (ml) transport/AVE (ul) Nr. de probe Vol. AL (ml) transport/AVE (ul)
1 0,55 6,2 13 7,15 80,0
2 1,10 12,3 14 7,70 86,0
3 1,65 18,5 15 8,25 92,4
4 2,20 24,6 16 8,80 98,6
5 2,75 30,8 17 9,35 104,7
6 3,30 37,0 18 9,90 110,9
7 3,85 43,1 19 10,45 117,0
8 4,40 49,3 20 11,00 123,2
9 4,95 55,0 21 11,55 129,4
10 5,50 61,6 22 12,10 135,5
11 6,05 67,8 23 12,65 1417
12 6,60 73,9 24 13,20 147,8
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Prepararea solutiei tampon de spalare 1

Utilizand un cilindru de masurare, adaugati 25 ml de etanol (96-100%) in flaconul care contine
19 ml de solutie tampon de spalare 1 (AW1) concentrat. Depozitati solutia tampon de spalare 1

(AW1) reconstituita la temperatura camerei (15-25 °C).

@ Amestecati intotdeauna solutia tampon de spalare 1 (AW1) reconstituita prin rasturnarea
flaconului de mai multe ori Tnainte de a Tncepe procedura.

Prepararea solutiei tampon de spalare 2

Utilizand un cilindru de masurare, adaugati 30 ml de etanol (96-100%) in flaconul care contine
13 ml de solutie tampon de spalare 2 (AW2) concentrat. Depozitati solutia tampon de spalare 2

(AW2) reconstituita la temperatura camerei (15-25 °C).

@ Amestecati intotdeauna solutia tampon de spalare 2 (AW2) reconstituitd prin rasturnarea

flaconului de mai multe ori Tnainte de a Tncepe procedura.

Prepararea solutiei tampon de elutie

Tmpreuna cu kitul sunt furnizate patru eprubete de solutie tampon de elutie (AVE). Aveti grija sa
nu contaminati solutia tampon cu RN-aze. Dacéa efectuati maximum 4 proceduri de purificare
utilizdnd un singur kit, recomandam aruncarea eprubetei de solutie tampon de elutie (AVE) la

finalul fiecarei proceduri.

Eluarea acizilor nucleici virali

Pentru aplicatiile din aval care necesita volume initiale mici (de exemplu, unele teste PCR si RT-
PCR), utilizarea acizilor nucleici virali eluati in 20 pl de solutie tampon de elutie (AVE) poate

creste sensibilitatea testului.

Volumul de acizi nucleici virali eluati dintr-o coloana QlAamp MinElute poate fi cu pana la 5 pl
mai mic decat volumul solutiei tampon de elutie (AVE) aplicat coloanei. De exemplu, eluarea
acizilor nucleici virali cu 60 pl de solutie tampon de elutie (AVE) duce la un eluat de aproximativ
55 ul, in timp ce eluarea cu 20 ul are ca rezultat aproximativ 15 pl de eluat.
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Volumul de eluat recuperat depinde de natura probei. Daca volumul de eluat recuperat este
prea mic pentru testul din aval, mariti volumul prin addugarea unei cantitati mai mari de solutie
tampon de elutie (AVE).

Acizii nucleici virali eluati sunt recoltati in eprubete pentru elutie (ET). Daca depozitati acizii
nucleici virali timp de pana la 24 de ore, recomandam depozitarea la 2-8 °C.

Randamentul si calitatea acizilor nucleici virali

Randamentul si calitatea acizilor nucleici virali izolati sunt adecvate pentru toate tipurile de
proceduri de detectare din aval in diagnosticare moleculara. Testele de diagnosticare trebuie
efectuate in conformitate cu instructiunile producatorilor.

Configurarea sistemului de vidare QlAvac 24 Plus

Asigurati-va ca ati configurat prelungitorul pentru coloane (EXT), coloana QlAamp MinElute,

conectorul VacConnector (VC) si supapa VacValve in mod corect (consultati Figura 3).

1

i

Figura 3. Asamblarea componentelor kitului QlAamp DSP Virus pentru procesarea in vid a probelor:

1: Supapa VacValve (furnizata impreuna cu sistemul de vidare) 3: Coloana QlAamp MinElute

2: Conector VacConnector (VC) 4: Prelungitor pentru coloane (EXT)

Recomandam etichetarea eprubetelor pentru liza (LT), a eprubetelor pentru elutie (ET) si a
coloanelor QlAamp MinElute pentru utilizare pe sistemul de vidare QlAvac 24 Plus in
conformitate cu schema din Figura 4 pentru a se evita incurcarea probelor. Aceasta imagine
poate fi fotocopiata si etichetata cu numele probelor.
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Figura 4. Schema de etichetare pentru eprubetele pentru liza (LT), eprubetele pentru elutie (ET) si coloanele

on

QIlAamp MinElute pentru utilizare pe sistemul de vidare QIAvac 24 Plus.
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Protocol: Izolarea si purificarea acizilor nucleici
virali din plasma si ser

Pentru izolarea si purificarea acizilor nucleici virali din 500 pl de plasma si ser tratate cu EDTA
sau cu citrat.

Operatiuni care trebuie executate Thainte de incepere

® Aclimatizati probele la temperatura camerei (15-25 °C), si asigurati-va ca acestea sunt bine
amestecate.

e Adéaugati ARN de transport reconstituit Tn solutie tampon de elutie (AVE) sau substanta de
control interna in solutie tampon pentru liza (AL), in conformitate cu instructiunile de la
pagina 18.

® Asigurati-va ca solutia tampon de spalare 1 (AW 1), solutia tampon de spalare 2 (AW2) si
QIAGEN proteaza (QP) au fost preparate in conformitate cu instructiunile din ,Note
importante” de la pagina 17.

e Aclimatizati solutia tampon de elutie (AVE) la temperatura camerei (15-25 °C) pentru
utilizare in etapa 18. Daca este posibil, utilizati solutie tampon de elutie (AVE) proaspata
pentru fiecare procedura (sunt furnizate 4 eprubete).

® Setati un bloc termic la 56 °C pentru utilizare in etapele 4 si 17.

® Pentru a evita contaminarea incrucisata, introduceti un conector VacConnector (VC) in
fiecare adaptor Luer al sistemului de vidare.

® Asigurati-va ca flaconul de deseuri al sistemului de vidare este gol si ca toate cuplajele sunt
conectate corect.

® Pentru detalii cu privire la functionarea sistemului de vidare, in special cu privire la
intretinere, consultati manualul furnizat impreuna cu acesta.

Procedura

1. Pipetati 75 pl de QIAGEN proteaza (QP) intr-o eprubeta pentru liza (LT).

® Verificati data de expirare a proteazei reconstituite inainte de utilizare.

2. Adaugati 500 pl de plasma sau de ser in eprubeta pentru liza (LT).
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. Adaugati 500 pl de solutie tampon pentru liza (AL) (care contine 11,2 yg/ml de ARN de
transport) in eprubeta pentru liza (LT), inchideti capacul si amestecati prin vortexare cu
impulsuri timp de 15 secunde.

Pentru a asigura o liza eficienta, este esential ca proba si solutia tampon pentru liza (AL) sa
fie amestecate bine pentru a se obtine o solutie omogena.

@ Solutia tampon pentru liza (AL) contine substanta de control interna. Deoarece solutia
tampon pentru liza (AL) are o viscozitate ridicata, asigurati-va ca addugati volumul corect de
solutie tampon pentru liza (AL) prin pipetarea atenta sau prin utilizarea unei pipete adecvate,
cum ar fi o pipeta Eppendorf cu mai multe trepte sau o pipeta echivalenta.

® Nu adaugati QIAGEN proteaza (QP) direct in solutia tampon pentru liza (AL).
Incubatila 56 °C (= 1 °C) timp de 15 minute (x 1 min).

. Centrifugati eprubeta pentru liza (LT) timp de >5 secunde la vitezd maxima pentru a elimina

picaturile din interiorul capacului.

. @Schimba’;i manusile si deschideti cu atentie eprubeta pentru liza (LT).
. Adaugati 600 pl de etanol (96-100%) Tn eprubeta pentru liza (LT), inchideti capacul si

amestecati bine prin vortexare cu impulsuri timp de >15 secunde. Incubati timp de 5 minute
(= 1 minut) la temperatura camerei (15-25 °C).

. Centrifugati eprubeta pentru liza (LT) timp de >5 secunde la vitezd maxima pentru a elimina
picaturile din interiorul capacului.
Introduceti coloana QlAamp MinElute in conectorul VacConnector (VC) in sistemul de

vidare (consultati Figura 3, pagina 22). Introduceti un prelungitor pentru coloane (EXT) in
coloana QlAamp MinElute deschisa.

@ Pastrati eprubeta de spélare (WT) pentru centrifugarea in atmosfera uscata din etapa 16.

10. @ Schimbati manusile si deschideti cate o eprubeta pe rand.

11. Aplicati cu atentie intregul lizat din etapa 7 in prelungitorul pentru coloane (EXT) al coloanei

QlAamp MinElute fara a umezi marginea. Evitati atingerea membranei coloanei QlAamp
MinElute cu varful pipetei.

12. Porniti pompa de vidare. Dupa ce lizatul a fost extras prin coloana QlAamp MinElute,

deschideti supapa sistemului de vidare si eliberati presiunea vidului.

Daca procesati mai multe coloane QlAamp MinElute simultan, recomandam inchiderea
supapei VacValve a fiecarei coloane, dupa ce lizatul a trecut, pentru a reduce durata acestei
etape de vidare.
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13.

14.

15.

16.

17.

: Daca lizatul nu a trecut complet prin membrana dupa 15 minute, aruncati coloana

QlAamp MinElute si repetati procedura cu o proba noua.

@ Supapa sistemului de vidare trebuie utilizata pentru eliberarea rapida a presiunii
vidului.

Aplicati 600 pl de solutie tampon de spalare 1 (AW1) in coloana QlAamp MinElute.
Tndepértat,i cu atentie si aruncati prelungitorul pentru coloane (EXT) si inchideti supapa
sistemului de vidare. Dupa ce solutia tampon de spélare 1 (AW 1) a fost extrasa prin coloana
QlAamp MinElute, deschideti supapa si eliberati presiunea vidului.

: Pentru a evita contaminarea incrucisata, asigurati-va ca prelungitoarele pentru

coloane (EXT) indepartate nu trec pe deasupra coloanelor QlAamp MinElute invecinate.

Aplicati 750 pul de solutie tampon de spalare 2 (AW2) in coloana QlAamp MinElute, fara a
umezi marginea. Evitati atingerea membranei coloanei QlAamp MinElute cu varful pipetei.
Lasati deschis capacul coloanei si inchideti supapa sistemului de vidare. Dupa ce solutia
tampon de spalare 2 (AW2) a fost extrasa prin coloana QlAamp MinElute, deschideti
supapa si eliberati presiunea vidului.

Aplicati 750 pl de etanol (96—100%) in coloana QlAamp MinElute, fara a umezi marginea.
Evitati atingerea membranei coloanei QlAamp MinElute cu vérful pipetei. Lasati deschis
capacul coloanei si inchideti supapa sistemului de vidare. Dupa ce etanolul a fost extras prin
coloana QlAamp MinElute, deschideti supapa si eliberati presiunea vidului.

® Utilizati varfuri de pipete cu bariera de aerosoli pentru a aplica etanol in coloana
QlAamp MinElute.

Inchideti capacul coloanei QIAamp MinElute, indepértati-l din sistemul de vidare si aruncati
conectorul VacConnector (VC). Amplasati coloana QlAamp MinElute Tn eprubeta de spélare
(WT) pastrata din etapa 9 si centrifugati la vitezé maxima (aproximativ 20.000 x g sau
14.000 rot/min) timp de 1 minut pentru uscarea completd a membranei. Aruncati eprubeta

de spalare (WT) care contine filtratul.

@ Omiterea etapei de centrifugare in atmosfera uscata poate duce la inhibarea testului
din aval.
Amplasati coloana QlAamp MinElute intr-o eprubeta de spalare (WT) noua si incubati cu

capacul deschis la 56 °C timp de 3 minute pentru evaporarea posibilelor resturi de lichid.
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18. Amplasati coloana QlAamp MinElute intr-o eprubeta pentru elutie (ET) curata si aruncati
eprubeta de spalare (WT). Deschideti cu atentie capacul coloanei QlAamp MinElute si
aplicati 20 ul sau 60 pl de solutie tampon de elutie (AVE) (in functie de testul din aval) in
centrul membranei. Inchideti capacul si incubati la temperatura camerei (15-25 °C) timp de
>3 minute. Centrifugati la vitezd maxima (aproximativ 20.000 x g sau 14.000 rot/min) timp de
1 minut pentru eluarea acizilor nucleici virali.

@ Urmati procedura de intretinere pentru sistemul de vidare, dupa realizarea acestui protocol

(pentru mai multe detalii, consultati manualul furnizat impreuna cu sistemul de vidare).
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Pentru informatii actualizate privind licentele si clauzele de declinare a raspunderii specifice
produselor, consultati ghidul sau manualul de utilizare al kit-ului QIAGEN respectiv. Ghidurile si
manualele de utilizare ale kiturilor QIAGEN sunt disponibile la adresa www.giagen.com sau pot

fi solicitate de la Serviciile Tehnice QIAGEN sau distribuitorul local.

Istoricul revizuirilor

Istoricul revizuirilor documentului

R4 08/2018 | Adaugarea notei de subsol de clarificare cu privire la cat. nr. al
pompei de vidare, consultati pagina 16.

Format actualizat al manualului.
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Acord de licenta limitata pentru XXXXX [i ti numele p
Utilizarea acestui produs Inseamna acceptarea urmétorilor termeni de cétre orice cumparétor sau utilizator al produsului:

1. Produsul poate fi utilizat doar n conformitate cu protocoalele furnizate impreuné cu produsul si prezentul manual si doar impreuna cu componentele incluse in trusa.
QIAGEN nu acorda nicio licentd pentru niciuna dintre proprietétile sale intelectuale in vederea utilizérii sau incorporarii componentelor incluse in acest kit cu orice
componenta care nu este inclusa in acest kit, daca nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreuna cu produsul, in prezentul manual si in protocoalele
suplimentare disponibile la adresa www.giagen.com. Unele dintre aceste protocoale suplimentare au fost furnizate de utilizatorii QIAGEN pentru utilizatorii QIAGEN.
Aceste protocoale nu au fost testate riguros sau optimizate de QIAGEN. QIAGEN nu le garanteaza si nici nu asigura faptul ca acestea nu incalca drepturile tertilor.

2. Tn afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaza sub nicio forma ca aceast trusa si/sau utilizarea (utilizarile) acesteia nu incalca drepturile
tertilor.

Aceasta trusa si componentele sale sunt licentiate pentru o singura utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute.
4. QIAGEN declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decat cele declarate in mod explicit.

Cumparatorul si utilizatorul trusei accepta sa nu ia masuri si sa nu permita niciunei persoane sa ia masuri care ar putea conduce la sau facilita oricare dintre actiunile
interzise prezentate mai sus. QIAGEN poate pune in aplicare interdictjile din acest Acord de licenta limitata in orice instanta si va recupera toate costurile anchetelor si
cheltuielile de judecatd, inclusiv onorariile avocatilor, in orice actiune pentru aplicarea acestui Acord de licenta limitata sau a oricaruia dintre drepturile sale de
proprietate intelectuald legate de trusa si/sau componentele acesteia.

Pentru termenii actualizati ai licentei, consultati www.giagen.com.

Marci comerciale: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, MinElute® (Grupul QIAGEN); AMPLICOR HBV MONITOR®, AMPLICOR HCV MONITOR®, AMPLICOR HIV-1 MONITOR®, cobas®, TagMan® (Grupul Roche); Real Art™
(artus GmbH); Eppendorf® (Eppendorf AG). Denumirile inregistrate, marcile comerciale etc. utilizate in documentul de fata, chiar dacd nu sunt marcate in mod specific, sunt protejate prin lege.

Procesul PCR este acoperit de brevetele americane 4.683.195 si 4.683.202 si de echivalentele straine detinute de Hoffmann-La Roche AG.

1114514 08/2018 HB-0109-003 © 2018 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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