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Sada QlAamp DSP Virus Kit je genericky systém, ktery vyuziva technologii
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Obsah sady

QIAamp DSP Virus Kit

Katalogové ¢. 60704
Pocet prep. 50
QlAamp  QlAamp MinElute Columns with 50
MinElute®  Wash Tubes (Kolonky QIAamp

MinElute s promyvacimi
zkumavkami) (WT) (2 ml)

EXT Column Extenders 50
(Nastavce na kolonky) (3 ml) | coL | EXT |

ET Elution Tubes 50
(Eluéni zkumavky) (1,5 ml) | ELU | TUBE |

vC VacConnectors 50
(Vakuové konektory) | VAC | CON |

LT Lysis Tubes 50
(Lyzaéni zkumavky) (2 ml) | LYS | TUBE |

WT Wash Tubes 50
(Promyvaci zkumavky) (2 ml) | WASH | TUBE |

AL Lysis Buffer* (Lyza¢ni pufr) | LYs | BUF | 33 ml

AW1 Wash Buffer 1* 19 ml
(Promyvaci pufr 1) (koncentrat) | WASH | BUF | 1 | CON |

AW?2 Wash !3uff<-:=r 2t ) | WASH | BUF | 9 | CON | 13 ml
(Promyvaci pufr 2) (koncentrat)

AVE Elution Buffer® (Eluéni pufr) 4 x2ml
(fialové krytky) | ELU | BUF |

PS Proteasevsvolvent* ] | QPFROT | SOLY | 4,4 ml
(Rozpoustédlo proteazy)

Carrier Cvarrier BNA (Nosicova RNA) | CAR | ENA | 310
(Cervené krytky)

QP QIAGEN® Protease - 1 lahvicka
(Protedza QIAGEN®) QPFRCT

* Obsahuje guanidinhydrochlorid. Neni kompatibilni s dezinfekénimi pfipravky obsahujicimi bélici prostfedky. Viz
bezpecnostni informace na strané8.

TObsahuje azid sodny jako konzervaéni latku.

* Objem resuspenze 4,4 ml.
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Symboly

Sada obsahuje reagencie pro pfipravu 50 vzork(

Viz informace v pfiruéce
Pouzit do (datum expirace)

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in-vitro

e

REF Katalogové Cislo

LoT Cislo sarze
Cislo materialu
Soucésti

YO Objem

Teplotni omezeni
Pfi dodani
Zéakonny vyrobce
Dulezita poznamka

Po provedeni daného kroku protokolu s timto oznacenim si
vymeénte rukavice

Otevfit pfi prevzeti; uchovavejte kolonky QlAamp Mini Spin
pfi teploté 2-8 °C

GTIN Globalni €islo obchodni poloZky

Zapiste aktualni datum pfidani ethanolu do lahvi¢ky

Pridani
CONT Obsahuje
LYOPH Lyofilizovano

Rekonstituujte v

Ethanol

A s 2or ik
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Guanidinhydrochlorid
MALEIC ACID Kyselina maleinova

Subtilisin

- Pokracovani
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Skladovani

Kolonky QIAamp MinElute je zapottebi po doruéeni skladovat pfi teploté 2—8 °C.
V8echny pufry mohou byt uchovavany pfi pokojové teploté (15-25 °C).

Lyofilizovanou nosi¢ovou RNA Ize ulozit pfi pokojové teploté do konce doby pouzitelnosti.
Nosi¢ova RNA se muzZe rozpoustét pouze v eluénim pufru (AVE); rozpu$téna nosicova RNA
se musi okamzité pfidat do lyza¢niho pufru (AL), jak je popsano na strané 20. Tento roztok
je potfeba pfipravit Cerstvy a je stabilni pfi teploté 2—-8 °C az po dobu 48 hodin. Nepouzité
podily nosi¢ové RNA rozpusténé v eluénim pufru (AVE) je zapotfebi zmrazit v alikvotnich
podilech pfi -20 °C.

Lyofilizovanou proteazu QIAGEN (QP) Ize uchovavat pfi pokojové teploté do doby
pouzitelnosti, aniz by doslo ke snizeni jeji u€innosti.

Rekonstituovana protedza QIAGEN (QP) je stabilni az 1 rok, pokud se uchovava pfi teploté

2-8 °C, ale pouze do doby pouZitelnosti.

Rekonstituovany promyvaci pufr 1 (AW1) a rekonstituovany promyvaci pufr 2 (AW2) jsou
stabilni po dobu 1 roku, pokud jsou uchovavany pfi pokojové teploté, ale pouze do doby

pouZitelnosti.
Kontrola kvality

V souladu s certifikovanym systémem fizeni jakosti spole€nosti QIAGEN (Total Quality
Management System) je kazda Sarze sady QlAamp DSP Virus Kit testovana podle pfedem

stanovenych specifikaci, aby byla zaru€ena konzistentni jakost produktu.
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Ugel pouziti

Sada QlAamp DSP Virus Kit je genericky systém, ktery vyuZiva technologii QIAamp pro
izolaci a purifikaci virovych nukleovych kyselin ze vzork( lidské plazmy nebo séra pro in-
vitro diagnostické Ucely. VesSkeré diagnostické vysledky ziskané pomoci postupu pro
pfipravu vzork(l v souladu s jakymkoliv naslednym diagnostickym testem NAT musi byt

interpretovany s pfihlédnutim k ostatnim klinickym nebo laboratornim nalezdm.

Produkt je ur€en k pouziti profesionalnimi pracovniky, napf. techniky nebo Iékafi Skolenymi
v technikach molekularni biologie. Je ur€en k pouZiti s jakoukoliv navazujici diagnostickou
aplikaci vyuzivajici enzymatickou amplifikaci nebo jinou enzymatickou modifikaci DNA nebo
RNA a naslednou detekci nebo amplifikaci signalu. Izolované a purifikované virové nukleové
kyseliny mohou byt pouzity jak u kvalitativnich (napf. screening krve), tak pfi kvantitativnich
(nap¥. monitorovani mnozstvi virovych ¢astic) diagnostickych testech NAT.

Aby se minimalizovaly nesrovnalosti v diagnostickych vysledcich, je produkt uréen pro
pouziti s interni kontrolou, stejné tak s pozitivnimi a negativnimi kontrolami v pribéhu celého
procesu pfipravy vzork(l a amplifikace a detekce vzorkl podle pouzitého navazujiciho testu.

Produkt je uréen pro pouziti s vakuovym systémem QIAvac 24 Plus nebo s ekvivalentnim
vakuovym systémem.

Omezeni pouziti produktu

Sada neni uréena k pouziti s krevnimi, tkanovymi, kultivovanymi burikami nebo s burikami
kostni dfené. Sada neni rovnéz urena k izolaci nebo purifikaci bakterialnich, fungalnich
nebo parazitarnich nukleovych kyselin. U&innost sady pfi izolaci a purifikaci virovych
nukleovych kyselin z jinych nebuné&nych télnich tekutin, jako je mo€ nebo CSF (mozkomisni
mok), nebyla hodnocena.
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Upozornéni a bezpecCnostni opatreni

PFi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné
sheets, SDS). Jsou kdispozici také online vPDF formatu na strankach
www.giagen.com/safety, kde mdzZete najit, pfecist a vytisknout bezpecénosti listy vSech sad
a soucasti sad QIAGEN.

UPOZORNENI: Nepridavejte roztoky bélicich prostfedkii nebo kyselin do
odpadnich materialt z pfipravy vzorku.

Lyzaéni pufr (AL) a promyvaci pufr 1 (AW1) obsahuji guanidinhydrochlorid, ktery maze v
kombinaci s bélicimi prostfedky vytvaret vysoce reaktivni latky. V pfipadé rozliti tekutin
obsahujicich tyto pufry vycistéte kontaminované misto vhodnym laboratornim detergentem
a vodou. Pokud rozlitd tekutina obsahuje potencialné infekéni latky, vycistéte zasaZzenou
oblast nejprve laboratornim detergentem a vodou a poté 1 % (obj.) roztokem chlornanu

sodného.

Jestlize jsou lahve s pufrem podkozeny nebo prosakuji, pouzijte pfi likvidaci téchto lahvi
rukavice a ochranné bryle, abyste zabranili poSkozeni vlastniho zdravi nebo zdravi jinych
osob.

Spole¢nost QIAGEN netestovala kapalny odpad vznikly poZitim procedury QlAamp DSP
Virus na pfitomnost rezidualnich infekénich materialt. Je proto nutné pfi praci s timto
produktem dodrzovat obecna bezpecénostni opatieni (rukavice, laboratorni odév a ochranné
bryle) pro manipulaci s potencialné infekénim materidlem z lidského zdroje a nakladat s
tekutym odpadem jako s infekénim a zlikvidovat jej podle mistnich bezpeénostnich predpist.
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Pro jednotlivé komponenty sady QlAamp DSP Virus Kit plati nasledujici pokyny tykajici se

rizika a bezpecnostnich opatreni.

Pufr AL
Obsahuje: guanidinhydrochlorid; kyselinu maleinovou. Varovani! Maze byt
Skodlivy pfi poziti nebo pfi vdechnuti. Zplsobuje podrazdéni kize. Mize
vyvolat alergickou koZni reakci. ZpUsobuje vazné podrazdéni ogi. PouZivejte
ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy §tit.

Pufr AW1

Obsahuje: guanidinhydrochlorid. Varovani! Skodlivy pfi poziti nebo pfi
vdechnuti. ZpUsobuje podrazdéni kize. ZpUsobuje vazné podrazdéni odi.
Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy
Stit.
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Proteaza QIAGEN

Obsahuje: subtilisin. Nebezpeci! Zdravi Skodlivy pfi poziti. Zplsobuje
podrazdéni kuze. ZplUsobuje vazné poskozeni oéi. Pfi vdechnuti muze
vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu, pfipadné dechové obtize. Muze
zplUsobit podrazdéni dychacich cest. Vyvarujte se vdechovani
prachu/dymu/plynu/mlhy/vyparQ/aerosol(l. Pouzivejte ochranné rukavice /
ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy Stit. Pouzivejte ochranny
respirator. PRI ZASAZENI OCI: Opatrné oplachuijte vodou po dobu né&kolika
minut. Pokud zasazena osoba pouziva kontaktni Cocky, vyjméte je (pokud je
to mozné). Pokracujte v oplachovani. POKUD dojde k zasazeni nebo
diivodné obavé, Ze doslo k zasaZeni: Ihned kontaktujte TOXIKOLOGICKE
CENTRUM nebo lékafe. Pfeneste postizeného na Cerstvy vzduch a ponechte
ho v klidu v poloze usnadniujici dychani.
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Uvod

Sada QlAamp DSP Virus Kit vyuziva osvédcenou technologii pro simultdnni izolaci a
purifikaci virové DNA a RNA. Postup sady QlAamp DSP Virus kombinuje selektivni vazebné
vlastnosti membrany zaloZené na oxidu kfemicitém s minimalnimi elu¢nimi objemy 20 pl
nebo 60 pl.

Tento postup je vhodny k pouZiti s plazmou nebo sérem; bud mohou obsahovat citrat, nebo
EDTA. Vzorky mohou byt bud &erstvé, lyofilizované, nebo zmrazené s tim, Ze nebyly
zmrazeny a neroztaly vice neZ jedenkrat. Postup Ize pouZit pro izolaci virové RNA a DNA
ze Siroké fady RNA a DNA vir(. Postup je navrzen tak, aby se zabranilo kfizové kontaminaci
mezi vzorky a umoznilo se bezpené zachazeni s potencialné infekénimi vzorky. Tento
postup je velmi vhodny pro simultanni zpracovani nékolika vzorkd. Virové nukleové kyseliny
se eluuji v eluénim pufru (AVE) a jsou pfipraveny k pouziti v amplifikacnich reakcich nebo
pro skladovani pfi teploté -20 °C.

Princip a popis postupu
Kazdy postup QlAamp DSP Virus zahrnuje 4 kroky:

® Lyzu virovych ¢astic ve vzorku

e Vazani virovych nukleovych kyselin v lyzatu k membrané kolonky QlAamp MinElute
® Promyti membrany

® Eluci virovych nukleovych kyselin z membrany

Postup se provadi pouzitim kolonek QlAamp MinElute ve vakuovém potrubi.
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Lyza virovych &astic
Vzorky jsou lyzovany za denatura¢nich podminek pfi zvySenych teplotach. Lyza se provadi

za pfitomnosti proteazy QIAGEN (QP) a lyzacniho pufru (AL), které spolecné zajistuji

inaktivaci RNazy.

Vazani nukleovych kyselin k membrané kolonky QlAamp MinElute

Pro optimalizaci vazani virové DNA a RNA k membrané kolony QlAamp MinElute se nejprve
prida k lyzatiim ethanol. Kazdy lyzat se poté nanese na kolonku QlAamp MinElute a virové
nukleové kyseliny se adsorbuji na membranu na bazi oxidu kifemicitého pfi prachodu lyzatu

indukovaném podtlakem.

Odstranéni rezidualnich kontaminant

Zatimco virové nukleové kyseliny zstavaji vazané na membranu kolonky QlAamp MinElute,
kontaminanty se u¢inné& vymyvaji nejprve promyvacim pufrem 1 (AW1), poté promyvacim
pufrem 2 (AW2) a poté ethanolem.

Eluce Cistych nukleovych kyselin

Virové nukleové kyseliny jsou eluovany z membrany kolonky QlAamp MinElute pomoci
eluéniho pufru (AVE). Kolonky QIAamp MinElute umozriuji eluéni objemy 20 pl nebo 60 L.

Charakteristika vykonu

Linearni rozsah postupu QlAamp DSP Virus byl stanoven pro HIV RNA a HBV DNA v
nékolika navazujicich diagnostickych analyzach (Tabulka 1, Obrazek 1 a Obrazek 2).

Tabulka 1. — Navazujici diagnostické analyzy, ve kterych byl testovan linearni rozsah postupu QlAamp DSP
Virus

Analyza Sada
Real-time RT-PCR metoda HIV RNA Analyza TagMan® a test cobas® AMPLICOR HIV-1 MONITOR®
Real-time PCR test pro HBV DNA Analyza TagMan a test cobas AMPLICOR HBV MONITOR®
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Obréazek 1. Linearni rozsah postupu QlAamp DSP Virus pouZitim analyz TagMan. Linearni rozpéti postupu

4

vstup log IU/ml

QlAamp DSP Virus bylo stanoveno na elué¢nim objemu 60 ul pouZitim analyz TagMan proﬁ HIV RNA aE HBV DNA.
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Obréazek 2. Linearni rozsah postupu QlAamp DSP Virus pouzitim testii cobas AMPLICOR MONITOR. Linearni
rozpéti postupu QIAamp DSP Virus bylo stanoveno na elu¢nim objemu 60 pl pouZitim testd cobas AMPLICOR
MONITOR pro [l HIV RNA a [§ HBV DNA.
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Detekéni limit (DL) a kvantifikagni limit (quantification limit, QL), podle smérnic ICH 2QA a
2QB, byly stanoveny pro postup QlAamp DSP Virus (s pocate¢nim objemem vzorku 500 pl

a eluénimi objemy 20 pl a 60 pl) pouzitim rlznych navazujicich diagnostickych analyz

(Tabulka 2 a Tabulka 3).

Tabulka 2. — Detekéni limit postupu QlAamp DSP Virus

Analyza

Eluéni objem

95 % mezni hodnota

artus® RealArt™ HBV DNA
artus RealArt HCV RNA
AMPLICOR manual HIV RNA
TagMan HBV DNA

20 pl
20 pl
60 pl
60 pl

2,31 IU/ml (n=240)
24,31 1U/ml (n=192)
90,92 1U/ml (n=209)
4,73 IU/ml (n=192)

Tabulka 3. — Kvantifika¢ni limit postupu QlAamp DSP Virus

Analyza QL Ccv

TagMan HBV DNA 5,7 lU/ml <70 % (n=88)
TagMan HIV RNA 52 1U/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

Vzorek Pred zahéjenim si peclivé proctéte protokol (strana 28).
Do LT pfidejte 75 pl QP, 500 pl vzorku a 500 pl AL.
Vortexujte po dobu 15 sekund.
Inkubujte po dobu 15 minut (1 min) pfi teploté 56 °C (1 °C).
Lyza Pridejte 600 pl ethanolu.
Vortexujte po dobu 15 sekund.
Inkubujte 5 min (+1 minuta) pfi pokojové teploté (15-25 °C).

Vazani Preneste lyzat do kolonky QlAamp MinElute s pfipojenym
néastavcem kolonek (EXT).

Promyvejte Pfidejte 600 pl rekonstituované AW1.
(AW1)

Odstraiite EXT Odstrarite EXT.
pred tim, nez je
pouzit podtlak

Podtlak
Promyvejte Pfidejte 700 pl rekonstituované AW2.
(AW2)
Podtlak
Promyvejte Pridejte 750 pl ethanolu.

(ethanolem)

=

Podtlak Vlozte kolonku QlAamp MinElute do zkumavky WT.
. Centrifugujte 1 minutu pfi 14 000 ot./min.
Odstied'te pro Vlozte kolonku QlAamp MinElute do zkumavky WT.
vysuseni Inkubuijte 3 minuty pfi 56 °C.
) Vlozte kolonku QlAamp MinElute do zkumavky ET.
Eluujte Pfidejte 20 pl nebo 60 pl AVE.
Inkubuijte po dobu 3 minut pfi pokojové teploté.
Centrifugujte 1 minutu pfi 14 000 ot./min.

0

< -3

Cisté nukleové kyseliny
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Vybaveni a reagencie, které ma zajistit uzivatel

PFi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné
bryle. Dal&i informace jsou uvedeny v pfisluSnych bezpecnostnich listech, které Ize ziskat
od dodavatele produktu.

e Ethanol (96-100 %)

® Pipety* a pipetovaci Spi¢ky (pro zamezeni kiizové kontaminace doporucujeme
pouzivat pipetovaci Spicky s aerosolovymi bariérami)

® Rukavice na jedno pouziti

e Termoblok* pro lyzu vzork( pfi teploté 56 °C (doporucujeme Eppendorf® Thermomixer
comfort s termoblokem pro 2,0 ml mikrozkumavky( )

® Mikrocentrifuga*

® Odmérny valec (50 ml)

® Trepacka vortex

e Vakuovy systém QlAvac 24 Plus (QlAvac 24 Plus, kat. ¢. 19413, QlAvac Connecting
System, kat. &. 19419, a Vacuum Pump kat. &. 84020*) nebo ekvivalentni standardni

laboratorni vakuovy systém

* K zajisténi spravného zpracovani vzorkl béhem postupu se sadou QlAamp DSP Virus durazné doporu¢ujeme, aby
byly nastroje (napf. pipety a termobloky) kalibrovany podle doporuéeni vyrobce.

T Uvedeny vyget neni Upiny a nezahrnuje Fadu ddleZitych materialt a pomucek pouzivanych v biologické laboratofi.

* Kat. ¢. 84020 oznacuje pumpu vhodnou pro evropské zemé (napf. Némecko). V pfipadé zemi s jinymi poZzadavky
na napéti nebo pfipojky kontaktujte technickou sluzbu QIAGEN.

P¥irucka pro sadu QlAamp DSP Virus Kit  08/2018 17



Dulezité poznamky

Dulezité body, nez zacnete

® Po obdrzeni sady zkontrolujte, zda nejsou jeji komponenty poSkozeny. V pfipadé
poskozeni blistrovych oball nebo lahvi s pufrem kontaktujte oddéleni technickych
sluzeb QIAGEN nebo mistniho distributora. V pfipadé rozliti tekutiny postupujte podle
pokynu uvedenych v ¢asti ,Upozornéni a bezpeénostni opatfeni* (str. 8).

® Nepouzivejte poSkozené komponenty sady, protoze pouZiti poSkozenych komponent
by mohlo negativné ovlivnit d¢innost sady.

® Vzdy pouzivejte zafizeni bez RNazy.

® Béhem postupu uchovavejte ethanol (96-100 %) na ledu.

® Pred kazdym pfenosem kapalnych material( vzdy vymeérite pipetovaci $pic¢ky. Pro
zamezeni kfizové kontaminace doporu€ujeme pouzit pipetovaci $picky s aerosolovou
bariérou.

® VSechny kroky centrifugace se provadéji pfi pokojové teploté (15-25 °C).

® Pouzivejte vzdy rukavice na jedno pouziti a pravidelné kontrolujte, zda nedoslo k jejich
kontaminaci testovanym vzorkem.

® Vyhodte rukavice, pokud byly kontaminovany, a také minimalné ve vSech krocich
oznaCenych symbolem rukavic.

® Pro zamezeni kfizové kontaminace neotevirejte vice zkumavek soucasné.

® P¥i praci se sadou nepouzivejte komponenty jinych souprav, pokud nemaji stejné Cislo
Sarze.

® Zamezte mikrobialni kontaminaci reagencii sady.

® Pro zajiSténi ochrany pfed potencialné infekénimi materialy doporucujeme pracovat za
podminek laminarniho proudéni az do lyzy vzorkd.

® Tuto sadu smi pouzivat pouze personal Skoleny v laboratornich metodach in-vitro.
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® Tento postup obsahuje pokyny pro zpracovani jednoho vzorku plazmy nebo séra.
Pomoci vakuového systému QIAvac 24 Plus je vS8ak mozné zpracovat az 24 vzorkd

soucasné.

Priprava RNA

Kdyz pfipravujete virovou RNA, béhem manualnich krok( postupu pracujte rychle.

Eluéni pufr (AVE) obsahuje azid sodny*, antimikrobidlni ¢inidlo, které zabranuje rlstu
organismu produkujicich RNazu. Ale protoze tento pufr neobsahuje Zzadné chemikalie
rozkladajici RNazu, nebude aktivné inhibovat RNazy vnesené nespravnym zachazenim. Je
nutné vénovat mimoradnou péci, aby se pfi manipulaci s eluénim pufrem (AVE) zabranilo
kontaminaci RNazou.

Uchovavani vzorkU

Po odbéru a centrifugaci mohou byt plazma nebo sérum uchovavany pfi teploté 2—-8 °C az
po dobu 6 hodin. Pro dlouhodobé uchovavani se doporucuje zmrazeni pfi -20 °C nebo -
80 °C v alikvotnich mnoZstvich. Zmrazené vzorky plazmy nebo séra nesmi roztat vice nez
jednou. Opakované zmrazovani a roztati vede k denaturaci a precipitaci proteind, coz ma
za nasledek sniZené virové titry, a proto dava snizené vytézky virovych nukleovych kyselin.
Kromé toho kryoprecipitaty vzniklé b&éhem zmrazeni a roztati budou ucpavat membranu
kolonek QlAamp MinElute. Pokud budou kryoprecipitaty viditelné, peletujte je centrifugact
pfi pfiblizné 6800 x g po dobu 3 minut. VyCistény supernatant je zapotfebi aspirovat a

zpracovat okamZité bez naruseni pelety.

* PFi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné bryle.
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Pfiprava reagencii a pufra

Priprava proteazy QIAGEN

PFidejte cely obsah lahviCky obsahujici 4,4 ml rozpous$tédla protedzy (PS) do lahviky s
lyofilizovanou proteazou QIAGEN (QP) a peclivé promichejte. Aby obsah nezpénil, michani
provedte nékolikanasobnym obracenim lahvicky. Ujistéte se, Ze je proteaza QIAGEN (QP)

zcela rozpusténa.

@ Nepfidavejte proteazu QIAGEN (QP) pfimo do lyza&niho pufru (AL).

Pfidani nosi¢ové RNA do lyzaéniho pufru a interni kontrola

Nosi¢ova RNA slouzi ke dvéma ucellim. Za prvé, podporuje vazani virovych nukleovych
kyselin na membranu kolonek QlAamp MinElute, zvlasté pokud je ve vzorku velmi malo
cilovych molekul. Za druhé, pfidavek velkého mnozZstvi nosiCové RNA snizuje moznost
degradace virové RNA ve vzacném piipadé, kdy molekuly RNazy nejsou denaturovany
chaotropnimi solemi a detergentem v lyzacnim pufru (AL). Pokud se nosi¢ova RNA do

lyza¢niho pufru (AL) nepfida, mdze to vést ke sniZeni vytéZku virové RNA nebo DNA.

Nosic¢ova RNA muze byt také zahrnuta do nékterych internich kontrolnich €inidel komerénich
navazujicich analyz. V téchto pfipadech se podivejte na pfislusné navody k pouziti od

vyrobce navazujici analyzy.

Interni kontrola se velmi doporucuje v pfipadé, Ze se sada QlAamp DSP Virus Kit pouZiva v
kombinaci s diagnostickymi amplifikacnimi systémy. Interné zkontrolovana RNA nebo DNA
a rekonstituovana nosi¢ova RNA je potfeba pfidat do lyza¢niho pufru (AL) a dukladné
promichat pfevracenim zkumavky 10krat. Aby nedoS$lo ke tvorbé pény, nevortexuijte.

Viz pokyny vyrobce pro stanoveni optimalni koncentrace interni kontroly. Pouziti jiné nez
doporucené koncentrace muze vést k chybnym vysledkim. Pfi vypocitavani spravného
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mnozstvi interni kontroly, ktera bude pouzita, vezméte v Uvahu poc€atecni objem vzorku a
eluéni objem. Pamatuijte, Ze sada QlAamp DSP Virus Kit pouziva pocatecni objem vzorku
500 pl.

Pro pfipravu roztoku nosi¢ové RNA pfidejte 310 pl eluéniho pufru (AVE) do zkumavky
obsahujici 310 g lyofilizované nosi¢ové RNA, abyste ziskali roztok 1 pg/ul. Nosi¢ovou RNA
dukladné rozpustte, rozdélte na alikvotni podily vhodné velikosti a uchovavejte pfi teploté -

20 °C. Alikvotni podily nosi¢ové RNA nezmrazujte a nerozmrazujte vice nez 2krat.

VSimnéte si, Ze se nosi¢ova RNA v lyzaénim pufru (AL) nerozpousti. Musi se nejprve
rozpustit v eluénim pufru (AVE) a poté pfidat do lyzacniho pufru (AL). Zajistéte, aby se
nosic¢ova RNA pfed smichanim s lyzacnim pufrem (AL) zcela rozpustila ve spravném objemu
elu¢niho pufru (AVE).

@ Vzdy pouZzivejte spravnou interni kontrolu pro navazujici analyzu. Pro dalSi informace

viz pokyny od vyrobce.

Podle udaju, které uvadi Tabulka 4, vypocitejte objem smési lyza¢niho pufru (AL) a nosi¢ové
RNA potfebného na $arzi vzorkd podle volby poétu vzorku, které budou zpracovavany

soucasné. Objemy jsou vypocitany pomoci nasledujiciho vypoctu vzorki:
nx055ml=yml
ymlx11,2 pl/ml =z pl

kde: n = pocet vzorku, které maji byt zpracovany sou¢asné

y = vypocitany objem lyza¢niho pufru (AL)

z = objem nosi¢ové RNA/elu¢niho pufru (AVE), ktery ma byt pfidan do lyza¢niho
pufru (AL)
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Tabulka 4. — Objemy lyzaéniho pufru (AL) a smési nosicové RNA/eluéniho pufru (AVE) pozadované pro
postup QlAamp DSP Virus

Objem
nosi¢ové
Pocet Objem nosicové RNA/AVE
vzorkl Objem AL (ml) RNA/AVE (pl) Pocet vzorku Objem 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 11,55 129,4
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

Pfiprava promyvaciho pufru 1 (AW1)

Pomoci odmérného valce pfidejte 25 ml etanolu (96-100 %) do lahve obsahujici 19 ml
koncentratu promyvaciho pufru 1 (AW1). Rozpustény promyvaci pufr 1 (AW1) uchovavejte
pfi pokojové teploté (15-25 °C).

@ Pfed zahajenim postupu vzdy promichejte rekonstituovany promyvaci pufr 1 (AW1)

nékolikanasobnym pfevracenim lahve.
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Pfiprava promyvaciho pufru 2 (AW2)

Pomoci odmérného valce pfidejte 30 ml etanolu (96—-100 %) do lahve obsahujici 13 ml
koncentratu promyvaciho pufru 2 (AW2). Rozpustény promyvaci pufr 2 (AW2) uchovavejte
pfi pokojové teploté (15-25 °C).

@ Pfed zahajenim postupu vzdy promichejte rekonstituovany promyvaci pufr 2 (AW2)

nékolikanasobnym pfevracenim lahve.

Pfiprava elu¢niho pufru (AVE)

Ctyfi zkumavky eluéniho pufru (AVE) jsou soudasti sady. Dbejte na to, abyste
nekontaminovali pufr s RNazami. Pfi provadéni 4 nebo méné postupu purifikace za pouZiti
jedné sady doporuc¢ujeme na konci kazdého postupu zlikvidovat zkumavku eluéniho pufru
(AVE).

Eluce virovych nukleovych kyselin

Pro navazujici aplikace, které vyzaduji malé po¢atecni objemy (napf. nékteré analyzy PCR
a RT-PCR), pfi pouziti virovych nukleovych kyselin eluovanych ve 20 ul eluéniho pufru

(AVE), se mGze zvySovat citlivost analyzy.

Objem virovych nukleovych kyselin z kolonky QlAamp MinElute miZe byt az o 5 pl nizsi nez
objem eluéniho pufru (AVE) naneseného na kolonku. Napfiklad eluce virovych nukleovych
kyselin s 60 pl eluéniho pufru (AVE) vede k eluatu o objemu pfiblizné 55 pl, zatimco
vysledkem eluce s 20 pl je pfiblizné 15 ul eluatu.

Objem ziskaného eluatu zavisi na povaze vzorku. Pokud je objem ziskaného eluatu pro
navazujici analyzu pfili§ nizky, zvySte objem pfidanim vétS§iho mnozstvi eluéniho pufru
(AVE).
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Eluované virové nukleové kyseliny se odebiraji do eluénich zkumavek (ET). Pro skladovani

del$i nez 24 hodin doporu¢ujeme skladovani pfi 2—8 °C.

Vytézek a kvalita virovych nukleovych kyselin

Vytézkem a kvalitou jsou izolované nukleové kyseliny vhodné pro vSechny typy navazujicich
detek&nich postupt v molekularni diagnostice. Diagnostické testy museji byt provadény

podle pokynu vyrobce.
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Nastaveni vakuoveého systéemu QIlAvac 24 Plus

Dbejte na spravné instalovani nastavce (EXT) kolonky QlAamp MinElute, vakuového
konektoru (VC) a vakuového ventilku (viz Obrazek 3).

Gi{@

e

Obréazek 3. Sestaveni komponent sady QlAamp DSP Virus Kit pro vakuové zpracovani vzorka:

1: Vakuovy ventilek (dodava se s vakuovym systémem) 3: Kolonka QlAamp MinElute

2: Vakuovy konektor (VC) 4: Nastavec na kolonky (EXT)

Doporuéujeme oznaceni lyzacnich zkumavek (LT), elu€nich zkumavek (ET) a kolonek
QlAamp MinElute pro pouziti s vakuovym systémem QIAvac 24 Plus podle schématu, které
uvadi Obrazek 4, aby se zabranilo pomichani vzorkd. Je mozné udélat fotokopii obrazku a

oznadit na ném nazvy vzorku.
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Datum:

Uzivatel:

Pracovni ID gislo:

26 P¥irucka pro sadu QlAamp DSP Virus Kit  08/2018



[ R [ R
1 1
1 1
! o= ' OR
1 1
! Oa ! o8
1 1
i o3 | OF
1 1
! (o] ! O&
1 1
1 o3 1 o8
1 1
i o® p O%
1 1
1 08 1 O8
1 1
1 1
: oR : o8
1 1
| o® | o2
1 N ! -
[ R 1 Q=
1 1
1 1
1 OR I OR

Obrazek 4. Schéma znaéeni pro lyzaéni zkumavky (LT), eluéni zkumavky (ET) a kolonky QlAamp MinElute pro
pouziti s vakuovym systémem QlAvac 24 Plus.
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Protokol: 1zolace a purifikace virovych
nukleovych kyselin z plazmy a séra

Pro izolaci a purifikaci virovych nukleovych kyselin z 500 pl plazmy nebo séra oSetfeného
EDTA nebo citratem.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

® Vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu (15-25 °C) a dikladné je promichejte.

® Pridejte nosi¢ovou RNA rekonstituovanou v eluénim pufru (AVE) nebo interni kontrolu
do lyza¢niho pufru (AL) podle pokyn(l na strané 20.

® Promyvaci roztok 1 (AW1), promyvaci roztok 2 (AW2) a proteaza QIAGEN (QP) museji
byt pfipraveny podle pokyn( v ,dulezitych poznamkach® na strané 18.

® Pro pouziti v kroku 18 vytemperujte eluéni pufr (AVE) na pokojovou teplotu (15-25 °C).
Pokud je to mozné, pouZijte elu¢ni pufr (AVE) pro kazdy postup (k dispozici jsou 4
zkumavky).

® Nastavte termoblok na teplotu 56 °C pro pouZiti v kroku 4 a 17.

® Pro zamezeni kfizové kontaminace vlozte vakuovy konektor (VC) do kazdého luer
adaptéru vakuového systému.

® Zkontrolujte, zda je nddoba na odpadni materialy vakuového systému prazdna a zda
jsou vS8echny spoje fadné propojeny.

Podrobné informace o provozu vakuoveého systému, zejména informace o udrzbé, jsou

uvedeny v pfiru€ce pfilozené k tomuto systému.

Postup

1. Do lyzaéni zkumavky (LT) napipetujte 75 ul protedzy QIAGEN (QP).

@ Pfed pouzitim zkontrolujte datum pouzitelnosti rekonstituované proteazy.
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2. Pipetujte 500 I plazmy nebo séra do lyzaéni zkumavky (LT).
3. Pridejte 500 pl lyza¢niho pufru (AL) (obsahujiciho 11,2 pyg/ml nosicové RNA) do lyzacni

zkumavky (LT), uzaviete vicko a michejte po dobu 15 sekund na pulsni tfepacce
vortex.

Pro zajisténi ucinné lyzy je nezbytné dikladné promichat vzorek a lyzaéni pufr (AL) do
homogenniho roztoku.

@ Lyzaéni pufr (AL) obsahuje interni kontrolu. Vzhledem k vysokeé viskozité
lyza€niho pufru (AL) dbejte na pfidani spravného mnozstvi lyza¢niho pufru (AL)
peclivym odpipetovanim nebo pouzitim vhodné pipety, napfiklad vicekrokové pipety
Eppendorf nebo ekvivalentni zafizeni.

@ Nepfidavejte protedzu QIAGEN (QP) pfimo do lyzaéniho pufru (AL).
4. Inkubujte pfi 56 °C (1 °C) po dobu 15 minut (1 min).

5. Centrifugujte lyzaéni zkumavku (LT) po dobu >5 sekund pfi pIné rychlosti. Timto
krokem se odstrani kapky z vnitini strany uzavéru.

6. @Vyméﬁte si rukavice a opatrné otevrete lyzacni zkumavku (LT).
7. Do lyzaéni zkumavky (LT) pfidejte 600 pl ethanolu (96-100 %), uzaviete vicko a

promichejte diikladné po dobu >15 sekund na pulzni tfepacce vortex. Inkubujte po
dobu 5 minut (+1 minuta) pfi pokojové teploté (15-25 °C).

8. Centrifugujte lyza¢ni zkumavku (LT) po dobu >5 sekund pfi pIné rychlosti. Timto
krokem se odstrani kapky z vnitini strany uzaveéru.

9. Vlozte kolonku QlAamp MinElute do vakuového konektoru (VC) vakuového systému
(viz Obréazek 3, strana 25). VloZte nastavec kolonky (EXT) do oteviené kolonky
QlAamp MinElute.

@ V kroku 16 udrzujte promyvaci zkumavku (WT) pro vysuseni odstfedénim.

10.@ Vymeérite si rukavice a otevrete vzdy pouze jednu zkumavku najednou.
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11.0patrné naneste cely lyzat z kroku 7 na nastavec (EXT) kolonky QlAamp MinElute,
aniz by doslo k navlhceni jejiho okraje. Nedotykejte se membrany kolonky QlAamp
MinElute pipetovou $pickou.

12.Zapnéte vakuovou pumpu. Po prichodu lyzatu pfes kolonku QlAamp MinElute oteviete
ventil vakuového systému a uvolnéte podtlak.
Pfi soub&zném zpracovani nékolika kolonek QlAamp MinElute doporugujeme po
pruchodu lyzatu uzavfit vakuovy ventilek kazdé kolonky. Timto postupem se snizi doba

potfebna k uskuteénéni tohoto kroku.

@ Pokud lyzat po 15 minutach zcela neproSel membranou, odstrarite kolonku
QlAamp MinElute a opakujte postup s novym vzorkem.

@ Pro rychlé uvolnéni podtlaku pouzivejte ventilek vakuového systému.
13.Na kolonu QlAamp MinElute naneste 600 pl promyvaciho pufru 1 (AW1). Opatrné

odstrante a zlikvidujte nastavec kolonek (EXT) a uzavfete ventilek vakuového systému.
Po pratoku promyvaciho pufru 1 (AW1) pies kolonku QlAamp MinElute oteviete

ventilek a uvolnéte podtlak.

@ Abyste zabranili kfizové kontaminaci, zajistéte, aby odstranény nastavec kolonky
(EXT) nepfiesel pfes sousedni kolonky QlAamp MinElute.

14.Na kolonku QlAamp MinElute naneste 750 ul promyvaciho pufru 2 (AW2), aniz by
doslo k navih&eni okraje kolony. Nedotykejte se membrany kolonky QlAamp MinElute
pipetovou SpiCkou. Nechte vicko kolonky oteviené a uzaviete ventilek vakuového
systému. Po pratoku promyvaciho pufru 2 (AW2) pfes kolonku QlAamp MinElute

otevrete ventilek a uvolnéte podtlak.
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15.Na kolonku QlAamp MinElute naneste 750 pl ethanolu (96—100 %), aniz by doslo k
navlihéeni okraje kolonky. Nedotykejte se membrany kolonky QlAamp MinElute
pipetovou Spi¢kou. Nechte vicko kolonky oteviené a uzavrete ventilek vakuového
systému. Po pratoku ethanolu pfes kolonku QlAamp MinElute oteviete ventilek a

uvolnéte podtlak.

@ Pro aplikaci etanolu na kolonku QlAamp MinElute pouzivejte pipetové $picky s

aerosolovou membranou.

16.Zavrete vitko kolonky QlAamp MinElute, odpojte ji od vakuového systému a vyhodte
vakuovy konektor (VC) do odpadu. VloZte kolonku QlAamp MinElute do promyvaci
zkumavky (WT) z kroku 9 a centrifugujte pfi maximalni rychlosti (pfiblizné 20 000 x g,
nebo 14 000 ot./min) po dobu 1 min, aby doSlo k Gplnému vysuSeni membrany.
Zlikvidujte promyvaci zkumavku (WT) obsahujici filtrat.

@ Vynechani této centrifugace, pfi niz dochazi k vysuseni kolonky, mize vést k
inhibici navazujici analyzy.

17 .Umistéte kolonku QlAamp MinElute do nové promyvaci zkumavky (WT) a inkubuijte s
otevienym vickem pfi 56 °C po dobu 3 minut, aby se odpafila zbyvajici tekutina.

18.Vlozte kolonku QlAamp MinElute do Cisté eluéni zkumavky (ET) a zlikvidujte promyvaci
zkumavku (WT). Opatrné oteviete viko kolonky QlAamp MinElute a pfidejte 20 pl nebo
60 pl eluéniho pufru (AVE) (v zavislosti na navazujici analyze) do stfedu membrany.
Zavrete vicko a inkubujte pfi pokojové teploté (15-25 °C) po dobu >3 minut.
Centrifugujte pfi pIné rychlosti (pfiblizné 20 000 x g, nebo 14 000 ot./min) po dobu 1
minuty, aby doSlo k eluci virovych nukleovych kyselin.

@ Po provedeni tohoto protokolu provedte udrzbu vakuového systému (pro blizsi

informace viz pfiru¢ka dodavana s vakuovym systémem).
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Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiru¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiruce uzivatele. PFirucky a uzivatelské navody sady
QIAGEN jsou kdispozici na strankach www.giagen.com, nebo si je lze vyzadat
u Technickych sluzeb QIAGEN nebo lokalniho distributora.

Historie revizi

Historie revizi dokumentu

R3 PFidana vysvétlujici poznamka ke kat. €. vakuové pumpy, viz str. 17.

08/2018 Aktualizovana varovani a bezpe€nostni opatfeni.

Aktualizovany format pfirucky.
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Tato stranka je amysiné ponechana prazdna
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Tato stranka je amysiné ponechana prazdna
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Omezené licenéni ujednani pro sadu QlAamp DSP Virus Kit

Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1.

Tento vyrobek se muzZe pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiru¢kou a pro pouZiti pouze s komponenty
dodanymi v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsaZzeny

v této soupravé, spolecné s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadd popsanych v této pfirucce a dalsich
protokolech dostupnych na strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto doplfiujicich protokolli byly poskytnuty uZivateli vyrobki spole¢nosti QIAGEN pro
jiné uzivatele vyrobk QIAGEN. Tyto protokoly nebyly dikladné testovany ani optimalizovany spole¢nosti QIAGEN. Spole¢nost QIAGEN nezaruéuje ani
neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuji prava tretich stran.

Spolecnost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouZiti nenarusuje prava
tretich stran.

Tato sada a jeji komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouZiti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat ani opakované prodavat.
Spoleénost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

Kupujici a uZivatel této sady souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané ¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN muze prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyzadovat kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vy3etfovani a soudni vylohy véetné poplatkl za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho
sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou nebo jejimi
soucastmi.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.
Ochranné zndmky: 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
dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto nejsou vyslovné oznaceny, nejsou povazovany za zakonem nechranéné.
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