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DSP Virus Kit
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QlAamp DSP Virus Kit je vSeobecny systém, ktory vyuziva technoldgiu QIAamp
na izolaciu a Cistenie virusovych nukleovych kyselin zo vzoriek fudskej plazmy
alebo séra na diagnostické postupy in vitro.

Na diagnostické pouZitie in vitro
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Obsah supravy

QlAamp DSP Virus Kit
Katalogové ¢.
Pocet priprav

60704
50

QlAamp QlAamp MinElute Columns with 50
MinElute® Wash Tubes (Stipce QlAamp

MinElute s umyvacimi
skimavkami) (WT) (2 ml)

EXT Column Extenders 50
(Nadstavce stipcov) (3 ml) | coL | EXT |

ET Elution Tubes (Elu¢né skumavky) 50
cao | EWU | TUBE |

VvC VacConnectors | VAC | CON | 50

LT I(Z)/i;sl)Tubes (Lyza¢né skimavky) | LYs | TURE | 50

WT Wash Tubes 50
(Premyvacie skumavky) (2 ml) | WASH | TUBE |

AL Lysis Buffer (Lyzac¢ny pufer)* | LYs | BUF | 33 ml

AW1 Wash Buffer 1* (Premyvaci pufer 1) 19 ml
(koncentrat) | WASH | BUF | 1 | CON |

AW?2 Wash Buffer 2" (Premyvaci pufer 2) | WASH | BUF | 2 | CON | 13 ml
(koncentrat)

AVE Elution Bu'ffe_r*v(EIuény pufer) | ELU | BUF | 4x2ml
(purpurové viecka)

PS Protease Solvent | GQPROT | SOLY | 4,4 ml

(Rozpustadlo proteazy)’

Carrier Carrier RNA (Nosna RNA) | CAR | EMA | 310
(Cervené viecka)

QP QIAGEN® Protease QPFROT 1 liekovka

* Obsahuje hydrochlorid guanidinu. Nekompatibilné s dezinfekénymi prostriedkami obsahujucimi bielidlo.
Na strane 8 najdete bezpe€nostné informacie.

T Obsahuje azid sodny ako konzerva&nu latku.

* Objem resuspenzie 4,4 ml.
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Suprava obsahuje reagencie na pripravu 50 vzoriek

Obratte sa na udaje uvedené v prirucke

Pouzit do

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouzitie v podmienkach

in vitro
Katalogové Cislo

Cislo sarze

Cislo materialu
Komponenty

Objem

Teplotné obmedzenia

Pri doruceni
Vyrobca
Délezitd poznamka

Po kroku protokolu s touto znackou si vymerite rukavice

Pri dorugeni otvorte; skladujte stipce QIAamp Mini Spin pri 2 — 8 °C

Identifikator GTIN (Global Trade ltem Number)

Po pridani etanolu do flase si zapi$te aktualny datum

Pridavanie
Obsahuje
Lyofilizovany

Rekonstituovat v
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Etanol

Hydrochlorid guanidinu
MALEIC ACID Kyselina maleinova

SUBT Subtilizin

Vedie k

g
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Skladovanie

Stipce QIAamp MinElute by sa mali po prichode skladovat pri teplote 2 — 8 °C.
Vsetky pufre je mozné skladovat pri izbovej teplote (15 — 25 °C).

Lyofilizovana nosna RNA sa méze skladovat pri izbovej teplote do datumu exspiracie. Nosna
RNA méze byt rozpustena iba v eluénom pufri (AVE); rozpustend nosna RNA sa musi
okamzite pridat do lyzaéného pufra (AL), ako je uvedené na strane 19. Tento roztok sa musi
pripravit Cerstvy a je stabilny pri teplote 2 — 8 °C po dobu az 48 hodin. NepouZzité Casti nosnej

RNA rozpustenej v eluénom pufri (AVE) sa musia zmrazit v alikvotnych podieloch pri -20 °C.

Lyofilizovanu protedazu QIAGEN Protease (QP) je mozné skladovat pri izbovej teplote do

datumu exspiracie bez zhorSenia vlastnosti.

Rekonstituovana protedza QIAGEN Protease (QP) je stabilna az 1 rok pri skladovani pri

teplote 2 — 8 °C, ale iba do datumu exspiracie.

Rekonstituovany premyvaci pufer 1 (AW1) a rekonstituovany premyvaci pufer 2 (AW2) su
stabilné az 1 rok pri skladovani pri izbovej teplote, ale iba do datumu exspiracie.

Kontrola kvality

V sullade s certifikovanym celkovym systémom riadenia kvality QIAGEN je kazda Sarza
supravy QlAamp DSP Virus Kit testovana na zaklade vopred ur€enych Specifikacii, aby bola

zaistena konzistentna kvalita produktu.
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Ugel pouzitia

Suprava QlAamp DSP Virus Kit je vSeobecny systém, ktory vyuziva technoldgiu QlAamp na
izolaciu a Cistenie virusovych nukleovych kyselin zo vzoriek fudskej plazmy alebo séra na
diagnostické Ucely in vitro. VSetky diagnostické vysledky ziskané pomocou postupu pripravy
vzorky v spojeni s akymkolvek naslednym diagnostickym testom NAT sa musia interpretovat
s ohladom na dalSie klinické alebo laboratérne zistenia.

Produkt je uréeny na pouzitie profesionalnymi pouzivatelmi, ako su technici a lekari
vySkoleni v technikdch molekularnej biologie. Je navrhnuty na pouZzitie s akoukolvek
naslednou aplikaciou vyuzivajiacou enzymaticki amplifikaciu alebo inG enzymatickd
modifikaciu DNA alebo RNA, po ktorej nasleduje detekcia alebo amplifikacia signalu.
Izolované a purifikované virusové nukleové kyseliny sa mézu pouzit v kvalitativnych (napr.
skriningové vySetrenie krvi), ako aj v kvantitativnych (napr. monitorovanie virusovej zataze)
diagnostickych testoch NAT.

Aby sa minimalizovali nepravidelnosti v diagnostickych vysledkoch, produkt je uréeny na
pouzitie s internou kontrolou, ako aj s pozitivnymi a negativnymi kontrolami pocas celého

procesu pripravy vzorky, amplifikacie a detekcie vzorky podla pouzitého nasledného testu.

Produkt je ur€eny na pouzitie s vakuovym systémom QIAvac 24 Plus alebo ekvivalentnym
vakuovym systémom.

Obmedzenia pouzivania produktu

Suprava nie je uréend na pouzitie s krvou, tkanivom, kostnou drefiou alebo kultivovanymi
bunkami. Suprava tiez nie je uréena na izolaciu a purifikaciu bakterialnych, plesfovych alebo
parazitickych nukleovych kyselin. Uginnost stpravy pri izolacii a purifikacii virusovych

nukleovych kyselin z inych bezbunkovych telesnych tekutin, ako je mo¢ a CSF, sa nehodnotila.
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Varovania a preventivne opatrenia

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Dalsie informacie najdete v prisludnych kartach bezpeénostnych
adajov (KBU). Tieto materialy s k dispozicii on-line v praktickom a kompaktnom formate
PDF na adrese www.giagen.com/safety. Na tejto adrese mdZete vyhladat, zobrazit

a vytlagit kartu bezpe&nostnych udajov (KBU) pre kazdl stpravu QIAGEN a jej stéasti.

UPOZORNENIE: Nepridavajte bieliace alebo kyslé roztoky do odpadu z pripravy
vzoriek.

Lyzacny pufer (AL) a premyvaci pufer 1 (AW1) obsahuju hydrochlorid guanidinu, ktory méze
v kombindcii s bielidlom vytvarat vysoko reaktivne zlu€eniny. Ak ddjde k rozliatiu kvapaliny
obsahujuce;j tieto pufre, vycistite ju vhodnym laboratérnym Cistiacim prostriedkom a vodou.
Ak rozliata kvapalina obsahuje potencialne infekéné cinidla, vycistite postihnuté miesto

najskér laboratornym cistiacim prostriedkom a vodou a potom 1% (v/v) chlérnanom sodnym.

Ak su flaSe s pufrom poskodené alebo netesnia, pri likvidacii flia$ pouzivajte rukavice a
ochranné okuliare, aby ste predisli poraneniu seba alebo inych osob.

Spolocnost QIAGEN netestovala kvapalny odpad generovany postupom QlAamp DSP Virus
na zvySkové infekéné materialy. Pri praci s tymto vyrobkom sa preto musia dodrziavat
vSeobecné preventivne opatrenia (rukavice, laboratorne plaste a ochrana oci) pre
zaobchadzanie s potencialne infekénym materialom z ludského zdroja. Tekuty odpad musi
byt povazovany za infekény a manipulacia s nim a jeho likvidacia musi prebiehat v sulade

S miestnymi bezpecnostnymi predpismi.
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http://www.qiagen.com/safety

Na sucasti supravy QlAamp DSP Virus Kit sa vztahuju nasledujice bezpeénostné

vyhlasenia a preventivne opatrenia.

Buffer AL

&

Buffer AW1

&

Obsah: hydrochlorid guanidinu; kyselina maleinova. Varovanie! Méze byt
Skodlivé po poziti alebo vdychnuti. Spésobuje podrazdenie pokozky. Modze
vyvolat alergicku koznu reakciu. Sposobuje zavazné podrazdenie oci. Noste
ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

Obsah: hydrochlorid guanidinu. Varovanie! Skodlivé po poZiti alebo vdychnuti.
Spésobuje podrazdenie pokozZky. Spdsobuje zavazné podrazdenie oci. Noste
ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

QIAGEN Protease

SOEG

Obsah: subtilizin. Nebezpe&enstvo! Skodlivy po poZiti. Spésobuje
podrazdenie pokozky. Spbsobuje zavazné poskodenie oci. Pri vdychnuti
mbze vyvolat alergiu alebo priznaky astmy alebo dychacie tazkosti. Méze
spOsobit  podrazdenie dychacich ciest. Vyhnite sa vdychovaniu
prachu/dymu/plynu/oparu/par/aerosélov. Noste ochranné rukavice/ochranny
odev/ochranné okuliare/ochranu tvare. Pouzivajte respiracnu ochranu. PO
ZASIAHNUTI OCI: Opatrne niekolko minat oplachujte vodou. Ak pouZivate
kontaktné SoSovky aak je to mozné, odstrante ich. Pokradujte vo
vyplachovani. Po expozicii alebo podozreni z nej; Okamzite volajte
NARODNE TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara.
Preneste postihnutého na Cerstvy vzduch a ponechajte ho v pokoji v polohe
pohodinej na dychanie.
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Uvod

Suprava QlAamp DSP Virus Kit pouziva osved€enu technolégiu na sucasnu izolaciu a
purifikaciu virusovej DNA a RNA. Postup QlAamp DSP Virus kombinuje selektivne vazobné
vlastnosti membrany na baze oxidu kremicitého s minimalnymi eluénymi objemami 20 ul
alebo 60 pl.

Postup je vhodny na pouzitie s plazmou alebo sérom; oboje mdzZe obsahovat citrat alebo
EDTA. Vzorky mozu byt Cerstvé, lyofilizované alebo zmrazené, pokial neboli zmrazené a
rozmrazené viac nez raz. Postup je mozné pouZit na izolaciu virusovej RNA a DNA zo Sirokej
Skaly RNA a DNA virusov. Postup je navrhnuty tak, aby sa zabranilo krizovej kontaminacii
medzi vzorkami a aby sa umoznila bezpe¢na manipulacia s potencialne infek&nymi
vzorkami. Postup je velmi vhodny na su€asné spracovanie viacerych vzoriek. Virusové
nukleové kyseliny sa eluuju v eluénom pufri (AVE), su pripravené na pouzitie pri
amplifikacnych reakciach alebo sa skladuju pri teplote -20 °C.

Princip a postup
Postup QIAamp DSP Virus obsahuje 4 kroky:

® Lyzovanie virusovych Castic vo vzorke

e Viazanie virusovych nukleovych kyselin v lyzate na membranu stipca QlAamp MinElute
e Umyvanie membrany

® Ellcia virusovych nukleovych kyselin z membrany

Postup sa uskuto&fiuje pomocou stipcov QlAamp MinElute na vakuovom potrubi.
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Lyzovanie virusovych €astic

Vzorky sa lyzuju za denaturaénych podmienok pri zvySenych teplotach. Lyza sa vykonava v
pritomnosti proteazy QIAGEN Protease (QP) a lyzaéného pufra (AL), ktoré spolocne
zabezpeduju inaktivaciu RNaz.

Viazanie nukleovych kyselin na membranu stipca QlAamp MinElute

Na optimalizaciu vézby virusovej DNA a RNA na membranu stipca QIAamp MinElute sa do
lyzatov najskér prida etanol. Kazdy lyzat sa potom aplikuje na stipec QlAamp MinElute a
virusové nukleové kyseliny sa adsorbuju na membranu na baze oxidu kremicitého, ked sa

lyzat cez fu taha tlakom vakua.

Odstranenie zvySkovych kontaminantov

Zatial &o virusové nukleové kyseliny zostavaju naviazané na membranu stipca QlAamp
MinElute, kontaminanty sa u¢inne odplavia najprv pomocou premyvacieho pufra 1 (AW1),
potom premyvacieho pufra 2 (AW2) a potom etanolu.

Elucia &istych nukleovych kyselin

Virusové nukleové kyseliny sa eluuji z membrany stipca QlAamp MinElute pomocou

eluéného pufra (AVE). Stipce QlAamp MinElute umozfiuju eluéné objemy 20 ul alebo 60 pl.

Charakteristiky ucinnosti

Linearny rozsah postupu QlAamp DSP Virus bol stanoveny pre HIV RNA a HBV DNA v
niekolkych naslednych diagnostickych testoch (Obrazok 1 a Obrazok 2).

Tabulka 1.- Nasledné diagnostické testy, v ktorych bol testovany linearny rozsah postupu QlAamp DSP Virus

Test Suprava
Real-time RT-PCR HIV RNA Test TagMan® a cobas® AMPLICOR HIV-1 MONITOR® Test
PCR HBV DNA v redlnom ¢ase Test TagMan and cobas AMPLICOR HBV MONITOR® Test
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Obrazok 1. Linearny rozsah postupu QlAamp DSP Virus pri pouziti testov TagMan. Linearny rozsah postupu
QlAamp DSP Virus pri eluénom objeme 60 pl bol stanoveny pomocou testov TagMan prea HIV RNA aE HBV DNA.

12
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Obréazok 2. Linearny rozsah postupu QlAamp DSP Virus pri pouZiti testov cobas AMPLICOR MONITOR.
Linearny rozsah postupu QIAamp DSP Virus pri eluénom objeme 60 pl bol stanoveny pomocou testov cobas
AMPLICOR MONITOR preH HIV RNA aE HBV DNA.

Limit detekcie (DL) a limit kvantifikacie (QL) boli podla pokynov ICH 2QA a 2QB stanovené
pre postup QlAamp DSP Virus (s poCiato€nym objemom vzorky 500 pl a elu€nymi objemami
20 ul a 60 pl) pomocou réznych naslednych diagnostickych testov (Obrazok 1 a Obrazok 2).
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Tabul'ka 2.-Limit detekcie postupu QIAamp DSP Virus

Test Eluény objem 95 %
hraniéna
hodnota

artus® RealArt™ 20 ul 2,31 1U/ml

HBV DNA (n=240)

artus RealArt 20 pl 24,31 |U/ml

HCV RNA (n=192)

AMPLICOR 60 pl 90,92 IU/ml

manualne HIV (n=209)

RNA

TagMan HBV 60 pl 4,73 |U/ml

DNA (n=192)

Tabulka 3.-Limit kvantifikacie postupu QlAamp DSP Virus

Test QL CcVv
TagMan HBV DNA 5,7 IU/ml <70 % (n=88)
TagMan HIV RNA 52 IU/ml < 60 % (n=88)
cobas AMPLICOR HIV RNA 100 IU/ml < 60 % (n=88)
cobas AMPLICOR HBV DNA 30 IU/ml < 60 % (n=88)
cobas AMPLICOR HCV RNA® 700 1U/ml < 60 % (n=66)
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Postup QIAamp DSP Virus

Vzorka Pred zacatim si pozorne precitajte protokol (strana 27).
Do LT pridajte 75 pl QP, 500 pl vzorku a 500 pl AL.

Virivo mieSajte 15 sekand.

Inkubujte 15 minat (x1 min.) pri 56 °C (1 °C).

Lyza Pridajte 600 pl etanolu.

Preneste lyzat do stipca QIAamp MinElute s pripojenym EXT.

ﬁ Virivo mieSajte 15 sekund.
Viazanie

Inkubujte 5 min. (+1 minuata) pri izbovej teplote (15 — 25 °C).
Vakuum

Premyte
(AW1)

Pred aplikaciou vakua
odstrante EXT

b

Vakuum

Premyte
(AW2)

b

Vakuum

Premyte
(etanol)

<
o
=
c
c
3

Suché
odstred’ovanie

b3

Eltcia

Cisté virusové nukleové kyseliny

Pridajte 600 pl rekonstituovaného AW1.

Odstrarite EXT.

Pridajte 700 pl rekonsStituovaného AW2.

Pridajte 750 pl etanolu.

Umiestnite stipec QIAamp MinElute do WT.

Odstredujte 1 minatu pri 14 000 ot./min.

Umiestnite stipec QIAamp MinElute do WT.

Inkubujte 3 minaty pri 56 °C.

Umiestnite stipec QIAamp MinElute do ET.
Pridajte 20 pl alebo 60 pl AVE.

Inkubujte 3 minaty pri izbovej teplote.
Odstredujte 1 minatu pri 14 000 ot./min.
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Zariadenie a reagencie, ktoré doda pouzivatefl

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Viac informacii najdete na prislusnych kartach bezpeénostnych udajov

(KBU), ktoré su k dispozicii u dodavatela produktov.

e Etanol (96 — 100 %)

® Pipety* a pipetové hroty (aby sa zabranilo kriZovej kontaminacii, ddorazne odporid¢ame
pouzivanie pipetovych hrotov s aerosoélovymi bariérami)

e Jednorazové rukavice

e Obhrievacie teleso* na lyzu vzoriek pri teplote 56 °C (odportu¢ame Eppendorf®
Thermomixer comfort s termoblokom pre testovacie mikroskimavky s objemom
2,0 mlT)

e Mikrocentrifuga*

® Odmerny valec (50 ml)

® \ortex

® Vakuovy systém QlAvac 24 Plus (QlAvac 24 Plus, kat. €. 19413, QlAvac Connecting
System, kat. &. 19419 a Vacuum Pump, kat. ¢. 84020%), alebo ekvivalentny vieobecny

laboratérny vakuovy systém

*

Aby sa zabezpecilo spravne spracovanie vzoriek v postupe QlAamp DSP Virus, dérazne odpori¢ame, aby sa
pristroje (napr. pipety a ohrievacie telesa) kalibrovali podla odporu¢ani vyrobcov.

Toto nie je Gplny zoznam dodavatelov a nezahffia mnohych délezitych dodavatelov biologickych materialov.

Kat. ¢. 84020 oznacuje Cerpadlo vhodné pre eurdpske krajiny (napr. Nemecko). V krajinach s inymi poziadavkami
na napatie alebo zastréky sa obratte na technicky servis spolo¢nosti QIAGEN.

o
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Dolezité poznamky
Délezité informacie pred zacatim Cinnosti

® Po prijati supravy skontrolujte, ¢i komponenty supravy nie su posSkodené. Ak su blistre
alebo flaSe s pufrom poSkodené, kontaktujte technicky servis spolo¢nosti QIAGEN
alebo miestneho distribatora. V pripade rozliatia kvapaliny pozri ,Varovania
a preventivne opatrenia“ (strana 8).

® Nepouzivajte poSkodené komponenty supravy, pretoze ich pouzitie mbze viest k
zhorSenému fungovaniu supravy.

e Vzdy pouzivajte vybavenie bez RNazy.

® Pocas postupu skladujte etanol (96 — 100 %) na lade.

® Medzi prenosmi kvapaliny vzdy vymerite pipetové hroty. Aby ste zabranili krizovej
kontaminacii, odpori€ame pouzit' pipetové hroty s aerosélovou bariérou.

® VSetky kroky odstredovania sa uskutoCriuju pri izbovej teplote (15 — 25 °C).

® Vzdy pouzivajte jednorazové rukavice a pravidelne kontrolujte, i nie su kontaminované
materialom vzorky.

® Rukavice zlikvidujte, ak su kontaminované, a minimalne pri vSetkych krokoch
oznacenych symbolom rukavic.

® Aby ste zabranili krizovej kontaminacii, otvarajte vzdy iba jednu skimavku.

® So supravou, ktoru prave pouzivate, nepouzivajte komponenty supravy z inych suprav,
ak nie su Cisla 8arzi rovnaké.

® Zabrante mikrobialnej kontaminacii reagencii stpravy.

® Na zaistenie bezpec€nosti pred potencialne infekénym materialom odporu¢ame
pracovat v podmienkach laminarneho prudenia vzduchu az do ukonéenia lyzy vzoriek.

® Tuto supravu smie pouzivat iba personal vySkoleny v diagnostickej laboratérnej praxi
in vitro.

® Postup obsahuje pokyny na spracovanie jednej vzorky plazmy alebo séra. Na

vakuovom systéme QIlAvac 24 Plus je vS8ak mozné sucasne spracovat az 24 vzoriek.
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Priprava RNA

Pri priprave virusovej RNA pracujte rychlo po¢as manualnych krokov postupu.

Elu¢ny pufer (AVE) obsahuje azid sodny*, antimikrobialne &inidlo, ktoré zabrariuje rastu
organizmov produkujucich RNazu. Kedze vSak tento pufer neobsahuje Ziadne chemikalie
degradujuce RNazu, nebude aktivne inhibovat RNazy zavedené nespravnou manipuléciou.
Pri manipulacii s eluénym pufrom (AVE) treba dosledne dbat na to, aby sa zabranilo

kontaminacii RNazami.

Skladovanie vzoriek

Po odbere a odstredeni sa mbze plazma alebo sérum skladovat pri teplote 2 — 8 °C az
6 hodin. Pri dlhodobom skladovani sa odpori¢a zmrazenie na -20 °C alebo -80 °C v
alikvotach. Zmrazené vzorky plazmy alebo séra sa nesmu rozmrazit viac nez raz.
Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie vedie k denaturacii a zrazaniu bielkovin, ¢o ma
za nasledok redukciu viralnych titrov, a tym zniZzené vytazky virusovych nukleovych kyselin.
Kryoprecipitaty vytvorené poas zmrazovania a rozmrazovania navy$e upchaji membranu
stipca QlAamp MinElute. Ak st kryoprecipitaty viditelné, mali by sa granulovat odstredenim
pri priblizne 6800 x g po dobu 3 minut. Vycisteny supernatant by sa mal odsat’ a okamzite

spracovat bez naruSenia granule.

* Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice a ochranné okuliare.
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Priprava reagencii a pufrov

Priprava proteazy QIAGEN Protease

Pridajte cely obsah liekovky obsahujucej 4,4 ml rozpustadla protedzy (PS) do liekovky s
lyofilizovanou proteazou QIAGEN Protease (QP) a opatrne premieSajte. Aby ste zabranili
peneniu, pri mieSani liekovku niekolkokrat prevratte. Skontrolujte, i je protedza QIAGEN
Protease (QP) Uplne rozpustena.

@ Nepridavajte proteazu QIAGEN Protease (QP) priamo do lyza&ného pufra (AL).

Pridanie nosnej RNA a internej kontroly do lyzaéného pufra

Nosna RNA slizi na dva ucely. Po prvé, zvySuje vazbu virusovych nukleovych kyselin na
membranu stipca QlAamp MinElute, najma ak je vo vzorke velmi malo ciefovych molekaul.
Po druhé, pridanie velkého mnozstva nosnej RNA znizuje riziko degradacie virusovej RNA
v zriedkavych pripadoch, ked molekuly RNazy nie su denaturované chaotropnymi solami a
detergentom v lyzaénom pufri (AL). Ak sa nosna RNA neprida do lyza¢ného pufra (AL), moze

to viest k zniZeniu vytazku virusovej RNA alebo DNA.

Nosna RNA moze byt tiez zahrnuta v niektorych reagenciach internej kontroly komerénych
naslednych testov. V tychto pripadoch si precitajte prislusny navod na pouzitie od vyrobcu

nasledného testu.

Pri pouziti sipravy QlAamp DSP Virus Kit v kombinacii s diagnostickymi amplifikacnymi
systémami sa dérazne odporuca pouZitie internej kontroly. Interna kontrola RNA alebo DNA
a rekonstituovana nosna RNA by sa mali pridat do lyzatného pufra (AL) a dokladne
premieSat prevratenim skimavky 10-krat. Aby ste zabranili peneniu, nemieSajte virivo.
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Na stanovenie optimalnej koncentracie internej kontroly si pozrite pokyny vyrobcu. PouZitie
inej ako odporuc¢anej koncentracie méze mat za nasledok nespravne vysledky. Pri vypocte
spravneho mnozstva pouZzitej internej kontroly berte do uvahy pociato¢ny objem vzorky a
eluény objem. Pamatajte, ze suprava QlAamp DSP Virus Kit pouziva pociato€ny objem
vzorky 500 pl.

Na pripravu roztoku nosnej RNA pridajte 310 pl eluéného pufra (AVE) do skumavky
obsahujlicej 310 ug lyofilizovanej nosnej RNA, aby ste ziskali roztok 1 pg/ul. Nosni RNA
dokladne rozpustite, rozdelte ju na alikvoty vhodnej velkosti a uskladnite pri teplote -20 °C.
Alikvoty nosnej RNA nezmrazujte a nerozmrazujte viac ako 2-krat.

Upozorfiujeme, Ze nosna RNA sa nerozpusta v lyzaénom pufri (AL). Musi sa najskor
rozpustit v eluénom pufri (AVE) a potom pridat’ do lyzaéného pufra (AL). Pred zmieSanim s
lyzaénym pufrom (AL) sa uistite, Ze je nosna RNA Uplne rozpustena v spravnom objeme
eluéného pufra (AVE).

@ Pre nasledny test vZdy pouZivajte spravnu internd kontrolu. Dal$ie informécie najdete
v pokynoch vyrobcov.

Vypocitajte objem zmesi lyzacného pufra (AL)/nosnej RNA potrebny na Sarzu vzoriek
vyberom poctu vzoriek, ktoré sa maju sti¢asne spracovat, z Tabulky 4. Objemy sa vypo¢itaju

pomocou tohto vzorového vypoctu:

nx055ml=yml
y mix 11,2 pl/ml =z pl
kde: n = poclet vzoriek, ktoré sa maju spracovat su¢asne

y = vypocitany objem lyzacného pufra (AL)
z = objem nosnej RNA/elu¢ného pufra (AVE), ktory sa ma pridat do lyzaéného pufra (AL)
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Tabul'ka 4.- Objemy lyzaéného pufra (AL) a nosnej RNA/eluéného pufra (AVE) potrebné pre postup QlAamp

DSP Virus
Obj. nosnej
Pocet RNA/AVE
vzoriek  Obj. AL (ml)  Obj. nosnej RNA/AVE (ul) Pocet vzoriek Obj. AL (ml) (uh)
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 1294
10 5,50 61,6 22 12,10 135,5
11 6,05 67,8 23 12,65 141,7
12 6,60 73,9 24 13,20 147,8

Priprava premyvacieho pufra 1 (AW1)

Pomocou odmerného valca pridajte 25 ml etanolu (96 — 100 %) do ffase obsahujucej 19 ml

koncentratu premyvacieho pufra 1 (AW1). Rekonstituovany premyvaci pufer 1 (AW1)

skladujte pri izbovej teplote (15 — 25 °C).

@ Rekonstituovany premyvaci pufer 1 (AW1) vzdy premieSajte tak, ze flaSu pred zacatim

postupu niekolkokrat prevratite.
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Priprava premyvacieho pufra 2 (AW2)

Pomocou odmerného valca pridajte 30 ml etanolu (96 — 100 %) do flase obsahujucej 13 ml
koncentratu premyvacieho pufra 2 (AW2). Rekonstituovany premyvaci pufer 2 (AW2)
skladujte pri izbovej teplote (15 — 25 °C).

@ Rekonstituovany premyvaci pufer 2 (AW2) vzdy premieSajte tak, Zze flasu pred zacatim
postupu niekolkokrat prevratite.

Priprava eluéného pufra (AVE)

So supravou sa dodavaju Styri skimavky elué¢ného pufra (AVE). Dajte pozor, aby ste
nekontaminovali pufer RNazami. Ak vykonavate 4 alebo menej postupov purifikacie s
pouzitim jednej supravy, odpori¢ame skimavku s eluénym pufrom (AVE) zlikvidovat na

konci kazdého postupu.

Eldzia virusovych nukleovych kyselin

Pre nasledné aplikacie, ktoré vyzaduju malé pociatocné objemy (napr. niektoré testy PCR a
RT-PCR), mbze pouzitie virusovych nukleovych kyselin eluovanych v 20 ul eluéného pufra

(AVE) zvysit citlivost testu.

Objem virusovych nukleovych kyselin eluovanych zo stipca QlAamp MinElute méze byt az
0 5 ul mensi ako objem eluéného pufra (AVE) aplikovaného na stipec. Napriklad ellcia
virusovych nukleovych kyselin so 60 pl eluéného pufra (AVE) vedie k eluatu priblizne 55 pl,

zatial €o elucia s 20 pl vedie k priblizne 15 pl eluatu.

Objem regenerovaného eluatu zavisi od povahy vzorky. Ak je objem regenerovaného eluatu
pre nasledny test prili§ maly, zvyste objem pridanim vaéSieho mnozstva elu¢ného pufra (AVE).
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Eluované virusové nukleové kyseliny sa zhromazduju v eluénych skumavkach (ET).
Ak sa virusové nukleové kyseliny skladuju do 24 hodin, odpori¢ame skladovat ich pri

teplote 2 - 8 °C.

Vytazok a kvalita virusovych nukleovych kyselin

Vytazok a kvalita izolovanych virusovych nukleovych kyselin st vhodné pre vSetky typy
naslednych detekénych postupov v molekularnej diagnostike. Diagnostické testy sa maju

vykonavat podla pokynov vyrobcu.
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Nastavenie vakuového systému QlAvac 24 Plus

Dbajte na spravne nastavenie nadstavca stipca (EXT), stipca QlAamp MinElute,
VacConnector (VC) a VacValve (pozri Obrazok 3).

Obréazok 3. Mont&z komponentov stpravy QlAamp DSP Virus Kit na vakuové spracovanie vzoriek:

1: VacValve (dodéva sa s vakuovym systémom) 3: Stipec QlAamp MinElute

2: VacConnector (VC) 4: Nadstavec stipca (EXT)

Odporuéame oznadit' lyzaéné skumavky (LT), eluéné skimavky (ET) a stipce QlAamp
MinElute na pouzitie vo vakuovom systéme QlAvac 24 Plus podla schémy na Obrazku 4,
aby sa zabranilo zamene vzoriek. Tento obrazok mozete kopirovat a oznalit nazvami
vzoriek.
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Obrazok 4. Schéma oznaéovania pre lyzaéné skiimavky (LT), eluéné skimavky (ET) a stipce QlAamp
MinElute na pouZitie vo vakuovom systéme QlAvac 24 Plus.
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Protokol: 1zolacia a purifikacia virusovych
nukleovych kyselin z plazmy a séra

Na izolaciu a purifikaciu virusovych nukleovych kyselin z 500 ul plazmy a séra oSetreného
EDTA alebo citratom.

Veci, ktoré je potrebné vykonat pred zacatim

® Vykonajte ekvilibraciu vzoriek na izbovu teplotu (15 — 25 °C) a zabezpecte ich dobré
premieSanie.

® Pridajte nosnu RNA rekonstituovanu v eluénom pufri (AVE) alebo internej kontrole do
lyza&ného pufra (AL) podfa pokynov na strane 19.

e Uistite sa, Zze premyvaci pufer 1 (AW1), premyvaci pufer 2 (AW2) a proteaza QIAGEN
Protease (QP) boli pripravené podfa pokynov v ¢asti ,Dolezité pozndmky“ na strane 17.

® Vykonaijte ekvilibraciu elu¢ného pufra (AVE) na izbovu teplotu (15 — 25 °C) na pouZitie
v kroku 18. Ak je to mozné, na kazdy postup pouzite Cerstvy eluény pufer (AVE) (k
dispozicii su 4 skamavky).

® Ohrievacie teleso nastavte na teplotu 56 °C na pouzitie v krokoch 4 a 17.

® Aby ste predisli krizovej kontaminacii, viozte do kazdého adaptéra Luer vakuového
systému VacConnector (VC).

® Skontrolujte, ¢i je flaS8a na odpad vakuového systému prazdna a &i su v8etky spojky
spravne pripojené.

® Podrobnosti o prevadzke vakuového systému, najma o udrzbe, najdete v prirucke

dodanej s nim.
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Postup

1.

Napipetujte 75 pl protedzy QIAGEN Protease (QP) do lyza¢nej skumavky (LT).

@ Pred pouzitim skontrolujte datum exspiracie rekonstituovanej proteazy.

Do lyza¢nej skumavky (LT) pridajte 500 pl plazmy alebo séra.

. Do lyzaénej skimavky (LT) pridajte 500 pl lyzaéného pufra (AL) (ktory obsahuje

11,2 pg/ml nosnej RNA), zatvorte vieCko a mieSajte pulznym vortexom 15 sekund.

Na zaistenie ucinnej lyzy je nevyhnutné, aby vzorka a lyzaény pufer (AL) boli dékladne
zmieSané, aby vznikol homogénny roztok.

@ Lyzacny pufer (AL) obsahuje internd kontrolu. KedZe lyza¢ny pufer (AL) ma vysoku
viskozitu, nezabudnite opatrne pridat spravny objem lyzaéného pufra (AL) pipetou alebo
pomocou vhodnej pipety, napriklad viacstupriovej pipety Eppendorf alebo jej ekvivalentu.

@ Nepridavajte proteazu QIAGEN Protease (QP) priamo do lyza&ného pufra (AL).
Inkubujte pri teplote 56 °C (1 °C) po dobu 15 minut (x1 min.).

Odstredujte lyza¢nu skimavku (LT) po dobu >5 sekind pri maximalnej rychlosti na

odstranenie kvapiek z vnutornej strany viecka.

@ Vymernite si rukavice a opatrne otvorte lyzaénu skimavku (LT).

Do lyza¢nej skumavky (LT) pridajte 600 pl etanolu (96 — 100 %), zatvorte viecko a
doékladne mieSajte pulznym vortexom >15 sekind. Inkubujte 5 minat (x1 mindta) pri
izbovej teplote (15 — 25 °C).

Odstredujte lyza¢nu skimavku (LT) po dobu >5 sekund pri maximalnej rychlosti na

odstranenie kvapiek z vnutornej strany viecka.

. Vlozte stipec QlAamp MinElute do VacConnector (VC) na vakuovom systéme (pozri

Obréazok 3, strana 24). Viozte nadstavec stipca (EXT) do otvoreného stipca QlAamp
MinElute.

@ Nechaijte si premyvaciu skimavku (WT) na suché odstredovanie v kroku 16.
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10.@ Vymerite si rukavice a otvarajte vzdy iba jednu skimavku.

11.Cely lyzat z kroku 7 opatrne naneste do nadstavca stipca (EXT) na stipci QlAamp
MinElute bez navihéenia okraja. Nedotykajte sa membrany stipca QlAamp MinElute
hrotom pipety.

12.Zapnite vakuové éerpadlo. Po pretiahnuti lyzatu cez stipec QlAamp MinElute otvorte
ventil vakuového systému a uvolnite vakuum.

Ak spracovavate niekolko stipcov QlAamp MinElute si¢asne, odporig¢ame uzavriet

VacValve kazdého stipca po prechode lyzatu, aby sa skratilo trvanie tohto kroku vakua.

@ Ak lyzat po 15 minatach Gplne nepresiel membranou, zlikvidujte stipec QlAamp

MinElute a zopakujte postup s novou vzorkou.

@ Na rychle uvolnenie tlaku vakua by sa mal pouzit ventil vdkuového systému.

13.Aplikujte 600 pl premyvacieho pufra 1 (AW1) do stipca QlAamp MinElute. Opatrne
odstrafite a zlikvidujte nadstavec stipca (EXT) a zatvorte ventil vakuového systému. Po
pretiahnuti premyvacieho pufra 1 (AW1) cez stipec QIAamp MinElute otvorte ventil a
uvolnite vakuum.

@ Aby ste predisli krizovej kontaminacii, zabezpecte, aby odstranené nadstavce

stipca (EXT) neprechadzali ponad susedné stipce QlAamp MinElute.

14.Aplikujte 750 pl premyvacieho pufra 2 (AW2) do stipca QlAamp MinElute bez
navlh&enia okraja. Nedotykajte sa membrany stipca QlAamp MinElute hrotom pipety.
Vietko stipca nechajte otvorené a zatvorte ventil vakuového systému. Po pretiahnuti
premyvacieho pufra 2 (AW2) cez stipec QlAamp MinElute otvorte ventil a uvolnite
vakuum.
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15.Aplikujte 750 pl etanolu (96 — 100 %) do stipca QlAamp MinElute bez navihéenia

okraja. Nedotykaijte sa membrany stipca QlAamp MinElute hrotom pipety. Vie¢ko stipca
nechajte otvorené a zatvorte ventil vakuového systému. Po pretiahnuti etanolu cez

stipec QlAamp MinElute otvorte ventil a uvolnite vakuum.

@ Pomocou pipetovych hrotov s aerosélovou bariérou aplikujte etanol do stipca
QlAamp MinElute.

16.Zatvorte viecko stipca QlAamp MinElute, vyberte ho z vakuového systému a zlikvidujte

VacConnector (VC). Vlozte stipec QlAamp MinElute do premyvacej skimavky (WT)
odlozenej z kroku 9 a odstredujte pri maximalnej rychlosti (priblizne 20 000 x g alebo
14 000 otacok za minutu) po dobu 1 minuty, aby sa membrana Uplne vysusila.
Zlikvidujte premyvaciu skimavku (WT) obsahujucu filtrat.

@ Vynechanie suchého odstredovania méze viest k inhibicii ndsledného testu.

17 Vlozte stipec QlAamp MinElute do novej premyvacej skimavky (WT) a inkubujte s

otvorenym vieckom pri teplote 56 °C po dobu 3 minut, aby sa odparila zvySna
kvapalina.

18.Vlozte stipec QlAamp MinElute do &istej elutnej skimavky (ET) a premyvaciu

skamavku (WT) zlikvidujte. Opatrne otvorte viecko stipca QlAamp MinElute a do stredu
membrany aplikujte 20 ul alebo 60 pl eluéného pufra (AVE) (v zavislosti od nasledného
testu). Zatvorte viecko a inkubujte pri izbovej teplote (15 — 25 °C) po dobu >3 min(t.
Odstredujte pri maximalnej rychlosti (priblizne 20 000 x g alebo 14 000 otacok za
minatu) po dobu 1 minaty, aby sa eluovali virusové nukleové kyseliny.

@ Po vykonani tohto protokolu postupujte podla pokynov na udrzbu vakuového

systému (d'alSie podrobnosti najdete v priruCke dodavanej s vakuovym systémom).
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Aktualne licenéné informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouzivatelskej prirucke k suprave QIAGEN. Sprievodcov a
pouzivatel'ské priru¢ky k sipravdm QIAGEN najdete na lokalite www.giagen.com alebo o

ne moézete poziadat oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho
miestneho distributora.

Historia revizii

Histéria Gprav dokumentu

R3 Pridana objasriujuca poznamka pod ¢iarou o kat. €. Vacuum Pump, pozri stranu 16.
08/2018 Aktualizované varovania a preventivne opatrenia.
Aktualizovany format prirucky.
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Obmedzena licenc¢na zmluva pre stpravu QlAamp DSP Virus Kit

PouZitie tohto produktu predstavuje suhlas kupujuceho alebo pouzivatela tohto produktu s nasledovnymi podmienkami:

1.

O A W N

Produkt sa méZe pouzivat vyluéne v stlade s protokolmi poskytovanymi spolu s produktom a touto priruckou, a méZe sa pouzivat vyluéne s komponentmi
obsiahnutymi v stprave. Spoloénost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci Ziadneho zo svojich prav na ochranu dusevného vlastnictva na pouzivanie
alebo spajanie komponentov tejto stpravy s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria sucast tejto stipravy s vynimkou ustanoveni uvadzanych v protokoloch
dodavanych spolu s produktom, tejto prirucke a v dalsich protokoloch, ktoré su dostupné na adrese www.giagen.com. Niektoré z tychto protokolov boli
poskytnuté pouzivatelmi produktov od spolo¢nosti QIAGEN pre pouzivatelov produktov od spolo¢nosti QIAGEN. Tieto protokoly neboli podrobne testované
ani optimalizované spoloénostou QIAGEN. Spolo¢nost QIAGEN na ne neposkytuje Ziadne zaruky a neruéi za to, Ze ich pouzitim neddjde k poruseniu prav
tretich stran.

Iné nez vyslovne uvedené licencie — spolo¢nost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tato stiprava a/alebo jej pouZzitie neporusi prava tretich stran.
Této stprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmu sa opatovne pouZivat, opravovat ani predavat.
Spoloénost QIAGEN sa Specificky zrieka v3etkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré st tu vyslovne uvedené.

Kupuijlci a pouzivaterl tejto sipravy sthlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest k akymkolvek
ginnostiam, ktoré su zakazané vyssie, alebo k nim napomahat. Spolocnost QIAGEN mézZe uplatiiovat prisludné zakazy uvadzané v tejto obmedzenej
licenénej zmluve pred akymkolvek sudom a bude poZadovat' vSetky naklady na vySetrovanie a stidne konania (vratane nékladov na pravne zastupovanie) pri
kazdom takomto kroku s ciefom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo prav duSevného vlastnictva suvisiacich so stpravou a/alebo jej
komponentmi.

Aktualizované licenéné podmienky najdete na adrese www.giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN?®, QlAamp®, artus®, MinElute® (QIAGEN Group); AMPLICOR HBV MONITOR?, AMPLICOR HCV MONITOR®, AMPLICOR HIV-1
MONITOR?, cobas®, TagMan® (Roche Group); RealArt™ (artus GmbH); Eppendorf® (Eppendorf AG). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto
dokumente sa nesmu povazovat za znamky nechranené podla zakona, i ked neboli ako také oznacené prislusnym symbolom.
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