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QIAamp® DSP Virus Kit
— Instrukcja obstugi

WSO

Zestaw QlAamp DSP Virus Kit jest systemem generycznym, wykorzystujgcym
technologie QlAamp do izolacji i oczyszczania wirusowych kwaséw nukleinowych
z prébek ludzkiego osocza lub surowicy do procedur diagnostycznych in vitro.
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Zawarto$é zestawu

firmy QIAGEN)

QIAamp DSP Virus Kit

Nr katalogowy 60704

Liczba przygotowan 50

QlAamp  QlAamp MinElute Columns with 50

MinElute®  Wash Tubes (WT) (Kolumny
QlAamp MinElute z probéwkami
do ptukania (WT)) (2 ml)

EXT Column Extenders (Przedtuzacze | COL | EXT | 50
kolumn) (3 ml)

ET Elution Tubes (Probéwki do 50
elucji) (1,5 ml) | ELU | TUBE |

VvC VacConnectors (Ztgcza 50
VacConnector) | VAC | CON |

LT LzysisI Tubes (Proboéwki do lizy) | LYs | TUBE | 50
(2 mi)

WT Wash Tubes (Probéwki do | WASH | TUBE | 50
ptukania) (2 ml)

AL Lysis Buffer* (Bufor do lizy) | LYs | BUF | 33 ml

AW1 Wash Buffer 1* (Bufor do 19 ml
ptukania 1) (koncentrat) | WASH | BUF | 1 | CON |

+

AW2 Wash I_Buffer 2" (Bufor do | WASH | BUF | 9 | CON | 13 ml
ptukania 2) (koncentrat)

AVE E_Iution Buffer’ (quor do eluciji) | ELU | BUF | 4x2ml
(fioletowe zatyczki)

PS Protease Solve‘ntT | QPFROT | SOLY | 4,4 ml
(Rozpuszczalnik proteazy)

Carrier Carrier RNA (Nosnik RNA) 310
(czerwone zatyczki) | CAR | RNA |

QP QIAGEN® Protease (Proteaza 1 fiolka

* Zawiera chlorowodorek guanidyny. Produkt nie jest zgodny ze $rodkami dezynfekujgcymi zawierajgcymi

wybielacz. Informacje dotyczace bezpieczenstwa znajdujg sie na stronie 8.
T Zawiera azydek sodu jako srodek konserwujgcy.
* Objeto$é ponownego zawieszenia 4,4 ml.

QIAamp DSP Virus Kit — Instrukcja obstugi

08/2018




Symbole

Zestaw zawiera odczynniki do przygotowania 50 probek

=

Nalezy zapoznac¢ sie z informacjami podanymi w instrukcji
obstugi

Nalezy zuzy¢ przed

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

e =

Numer katalogowy
LOT Numer serii
Numer materiatu
Sktadniki

Objetos¢

<

TR : 2on g

Zakres temperatury

Po otrzymaniu

Oficjalny producent
Wazna informacja

Po wykonaniu etapu protokotu oznakowanego tym znakiem
nalezy zmieni¢ rekawiczki

Otworzy¢ w momencie dostawy; kolumny QlAamp Mini Spin
przechowywaé w temperaturze 2—-8°C

GTIN Globalny numer jednostki handlowej

Po dodaniu etanolu do butelki zapisa¢ biezgcg date

ADD Dodawanie
CONT Zawiera
LYOPH Liofilizowane

Rekonstytuowacé w
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Etanol

Chlorowodorek guanidyny

g

MALEIC ACID Kwas maleinowy
SUBT Subtylizyna
-_ Prowadzi do
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Przechowywanie

Kolumny QlAamp MinElute nalezy po otrzymaniu przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C.
Wszystkie bufory mozna przechowywac w temperaturze pokojowej (15-25°C).

Liofilizowany nosnik RNA mozna przechowywaé w temperaturze pokojowej do uptywu
terminu waznosci. Nosnik RNA mozna rozpuszczaé wytgcznie w buforze do elucji (AVE);
rozpuszczony nosnik RNA nalezy natychmiast doda¢ do buforu do lizy (AL) zgodnie z
opisem na stronie 20. Ten roztwér nalezy $wiezo przygotowywac i jest on stabilny w
temperaturze 2-8°C przez maks. 48 godzin. Niewykorzystang cze$¢ nosnika RNA
rozpuszczonego w buforze do elucji (AVE) nalezy zamrozi¢ w réwnych porcjach w

temperaturze —20°C.

Liofilizowang proteaze firmy QIAGEN (QP) mozna przechowywac w temperaturze pokojowe;j

do uptywu terminu wazno$ci bez negatywnego wptywu na dziatanie.

Zrekonstytuowana proteaza firmy QIAGEN (QP) jest stabilna przez maks. 1 rok w przypadku

przechowywania w temperaturze 2—8°C, ale tylko do uptywu terminu waznosci.

Zrekonstytuowany bufor do ptukania 1 (AW1) i zrekonstytuowany bufor do ptukania 2 (AW2)
sg stabilne przez maks. 1 rok w przypadku przechowywania w temperaturze pokojowej, ale

tylko do uptywu terminu waznosci.

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem catkowitym systemem zarzgdzania jakoscig firmy
QIAGEN kazda seria zestawu QlAamp DSP Virus Kit jest testowana ze wstgpnie ustalonymi

specyfikacjami w celu zapewnienia spojnej jakosci produktu.

6 QlAamp DSP Virus Kit — Instrukcja obstugi 08/2018



Przeznaczenie

Zestaw QlAamp DSP Virus Kit jest systemem generycznym, wykorzystujgcym technologie
QlAamp do izolacji i oczyszczania wirusowych kwaséw nukleinowych z prébek ludzkiego
osocza lub surowicy do celéw diagnostycznych in vitro. Wszelkie wyniki diagnostyczne
uzyskane z wykorzystaniem procedury przygotowania prébki w potgczeniu z dowolnym
dalszym oznaczeniem diagnostycznym NAT nalezy interpretowac, biorgc pod uwage wyniki

badan klinicznych lub laboratoryjnych.

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak
technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularnej. Jest on
przeznaczony dla dowolnych dalszych zastosowan wykorzystujgcych amplifikacje
enzymatyczng lub inne enzymatyczne modyfikacje DNA lub RNA, a nastepnie detekcje
sygnatu lub amplifikacje. Wyizolowane i oczyszczone wirusowe kwasy nukleinowe mozna
stosowac¢ w jakosciowych (np. przesiewowe badanie krwi), jak rowniez ilosciowych (np.
monitorowanie wiremii) oznaczeniach diagnostycznych NAT.

W celu zminimalizowania nieprawidiowosci wynikéw diagnostycznych produkt jest
przeznaczony do stosowania z kontrolg wewnetrzng oraz kontrolg pozytywng i negatywna
podczas procesu przygotowania prébki, amplifikacji i detekcji zgodnie ze stosowanym
nastepnie oznaczeniem.

Produkt jest przeznaczony do stosowania z systemem prézniowym QIlAvac 24 Plus lub

rébwnowaznym systemem prozniowym.
Ograniczenia zastosowania produktu

Zestaw nie jest przeznaczony do stosowania z prébkami krwi, tkanek, szpiku kostnego lub
hodowli komérkowych. Zestaw nie jest rowniez przeznaczony do izolacji ani oczyszczania
kwasow nukleinowych bakterii, grzybow lub pasozytéw. Nie oceniono dziatania zestawu w
przypadku izolacji i oczyszczania wirusowych kwasOw nukleinowych z innych
bezkomoérkowych ptyndw ustrojowych, takich jak mocz i ptyn mézgowo-rdzeniowy.
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Uwagi i srodki ostroznosci

Podczas pracy ze $srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informaciji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (safety
data sheet, SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod
adresem www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietla¢ i drukowac
karty charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

OSTRZEZENIE: Nie dodawaé wybielacza ani roztworéw kwasowych do odpadéw

pozostatych po przygotowaniu probek.

Bufor do lizy (AL) i bufor do ptukania 1 (AW1) zawierajg chlorowodorek guanidyny, ktory
moze tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki w potgczeniu z wybielaczem. W przypadku rozlania
ptynu zawierajgcego te bufory nalezy wyczysci¢ go za pomocag odpowiedniego detergentu
laboratoryjnego i wody. Jesli rozlany ptyn zawiera czynniki potencjalnie zakazne, nalezy
wyczysci¢ zalany obszar najpierw detergentem laboratoryjnym i wodg, a nastepnie 1-

procentowym (stezenie objetosciowe) podchlorynem sodu.

Jesli butelki zawierajace bufor sg uszkodzone lub nieszczelne, podczas ich wyrzucania
nalezy nosic¢ rekawiczki i okulary ochronne, aby unikngé obrazen ciata lub spowodowania

obrazen u innych osob.

Firma QIAGEN nie badata odpadéw ptynnych powstajgcych w procedurze QlAamp DSP
Virus pod katem wystepowania pozostato$ci materiatbw zakaznych. Z tego wzgledu
podczas pracy z tym produktem nalezy wdrozyé uniwersalne srodki ostroznosci dotyczgce
postepowania z potencjalnie zakaznym materiatem pochodzenia ludzkiego (stosowac
rekawiczki, fartuchy laboratoryjne i ochrone oczu), a odpady ptynne nalezy traktowac jako
materiat zakazny i postepowaé z nimi oraz usuwac je zgodnie z lokalnymi przepisami

bezpieczenstwa.
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Nastepujgce zwroty wskazujgce zagrozenia i sSrodki ostroznosci obowigzujg dla sktadnikéw
zestawu QlAamp DSP Virus Kit.

Bufor AL
Zawiera: chlorowodorek guanidyny, kwas maleinowy. Uwaga! Moze dziata¢
szkodliwie po potknieciu lub w nastepstwie wdychania. Dziata draznigco na
skore. Moze powodowaé reakcje alergiczng skory. Powoduje powazne
podraznienie oczu. Nosi¢ rekawice ochronne/odziez ochronna/okulary
ochronne/ochrone twarzy.

Bufor AW1

Zawiera: chlorowodorek guanidyny. Uwaga! Dziata szkodliwie po potknigciu
lub w nastepstwie wdychania. Dziata draznigco na skére. Powoduje powazne
podraznienie oczu. Nosi¢ rekawice ochronne/odziez ochronng/okulary

ochronne/ochrone twarzy.
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Proteaza firmy QIAGEN

Zawiera: subtylizyne. Niebezpieczenstwo! Dziata szkodliwie po potknieciu.
Dziata draznigco na skoére. Powoduje powazne uszkodzenie oczu. Moze
powodowac¢ objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w
nastepstwie wdychania. Moze dziata¢ draznigco na drogi oddechowe. Unikac
wdychania  pylu/dymu/gazu/mgietki/oparéw/rozpylonej  cieczy.  Nosié¢
rekawice ochronne/odziez ochronnag/okulary ochronne/ostone twarzy.
Stosowac¢ indywidualne $rodki ochrony drég oddechowych. W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyjg¢
soczewki kontaktowe, jezeli sg zatozone i mozna to fatwo wykonac.
Kontynuowaé ptukanie. W przypadku narazenia lub stycznos$ci: Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem. Wyprowadzi¢ lub
wynies¢ poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ warunki do

odpoczynku w pozycji umozliwiajgcej swobodne oddychanie.
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Wstep

Zestaw QIAamp DSP Virus Kit wykorzystuje powszechnie znang technologie do
jednoczesnej izolacji i oczyszczania wirusowego DNA i RNA. Procedura QlAamp DSP Virus
taczy wilasciwosci selektywnego wigzania membrany krzemionkowej z minimalnymi
objetosciami elucji wynoszgcymi 20 pl lub 60 pl.

Procedura ta nadaje sie do stosowania z osoczem lub surowicg, ktére moga zawieraé
cytrynian lub EDTA. Préobki moga by¢ swieze, liofilizowane lub zamrozone, pod warunkiem
ze nie byly zamrazane i rozmrazane wigecej niz raz. Procedure mozna stosowac¢ do izolacji
wirusowego RNA i DNA szerokiej gamy wirusow RNA i DNA. Procedura zostata
zaprojektowana w taki sposob, aby mozliwe byto unikniecie zanieczyszczenia krzyzowego
miedzy prébkami, i pozwala na bezpieczne postgpowanie z potencjalnie zakaznymi
prébkami. Procedura jest wysoce odpowiednia do jednoczesnego przetwarzania wielu
probek. Wirusowe kwasy nukleinowe sg eluowane buforem do elucji (AVE), gotowe do
uzycia w reakcjach amplifikacji lub przechowywania w temperaturze —20°C.

Zasada i procedura
Procedura QIAamp DSP Virus sktada sie z 4 etapow:

® liza czgstek wirusowych w prébce;

® wigzanie wirusowych kwaséw nukleinowych w lizacie do membrany kolumny QlAamp
MinElute;

® ptukanie membrany;
® elucja wirusowych kwaséw nukleinowych z membrany.

Procedura jest przeprowadzana przy uzyciu kolumn QlAamp MinElute na kolektorze

prézniowym.
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Liza czgstek wirusowych

Probki poddawane sg lizie w warunkach denaturujgcych w podwyzszonych temperaturach. Liza
zachodzi w obecnosci proteazy firmy QIAGEN (QP) i buforu do lizy (AL), ktére wspdlnie zapewniajg

inaktywacje RNaz.
Wigzanie kwaséw nukleinowych do membrany kolumny QlAamp MinElute

W celu optymalizacji wigzania wirusowego DNA i RNA do membrany kolumny QlAamp MinElute do
lizatow dodaje sie najpierw etanol. Kazdy lizat nanosi sie nastgpnie na kolumne QlAamp MinElute, a
wirusowe kwasy nukleinowe ulegajg adsorpcji na membranie krzemionkowej w miare przesgczania

lizatu pod wptywem ci$nienia prozni.
Usuwanie pozostatosci zanieczyszczen

Podczas gdy wirusowe kwasy nukleinowe pozostajg zwigzane z membrang kolumny QIAamp MinElute,
zanieczyszczenia sg skutecznie wyptukiwane za pomocg najpierw buforu do ptukania 1 (AW1),

nastepnie buforu do ptukania 2 (AW2) i wreszcie etanolu.
Elucja czystych kwasow nukleinowych

Wirusowe kwasy nukleinowe sg eluowane z membrany kolumny QlAamp MinElute za pomoca buforu
do elucji (AVE). Kolumny QlAamp MinElute umozliwiajg stosowanie objetosci elucji wynoszacych 20 pl
lub 60 pl.

Parametry skutecznosci

Okreslono liniowy zakres procedury QlAamp DSP Virus dla RNA wirusa HIV i DNA wirusa HBV w kilku
dalszych

Tabela 1. Dalsze oznaczenia diagnostyczne, w ktorych przetestowano liniowy zakres procedury QlAamp DSP
Virus

Oznaczenie Zestaw

Reakcja RT-PCR w czasie rzeczywistym Oznaczenie TagMan® i test cobas® AMPLICOR HIV-1 MONITOR®
wykrywajgca RNA wirusa HIV Test

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym Oznaczenie TagMan i test cobas AMPLICOR HBV MONITOR®
wykrywajgca DNA wirusa HBV Test
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Ryc. 1. Zakres liniowy procedury QlAamp DSP Virus przy uzyciu oznaczen TaqMan. Zakres liniowy procedury
QlAamp DSP Virus przy objetosci elucji 60 pl okreslono przy uzyciu oznaczen TagMan naﬁ RNA wirusa HIV i
DNA wirusa HBV.
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Ryc. 2. Zakres liniowy procedury QlAamp DSP Virus przy uzyciu testéw cobas AMPLICOR MONITOR. Zakres
liniowy procedury QlAamp DSP Virus przy objetosci elucji 60 pl okreslono przy uzyciu testéw cobas AMPLICOR
MONITOR Test na [l RNA wirusa HIV i [ DNA wirusa HBV.
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Granice wykrywalnosci (detection limit, DL) i granice oznaczalno$ci (quantification limit, QL)
zgodnie z wytycznymi ICH 2QA i 2QB okreslono dla procedury QlAamp DSP Virus (przy
poczatkowej objetosci prébki 500 pl i objetosciach elucji 20 pl i 60 pl) przy uzyciu réznych
dalszych oznaczen diagnostycznych (Tabela 2 i Tabela 3).

Tabela 2. Granica wykrywalnosci procedury QlAamp DSP Virus

Oznaczenie Objetosc¢ eluciji 95-

procentowy
punkt
odciecia

artus® 20 pl 2,31 IU/ml

RealArf™ (n=240)

HBV DNA

artus 20 pl 24,31 1U/ml

RealArt HCV (n=192)

RNA

AMPLICOR 60 pl 90,92 1U/ml

manual HIV (n=209)

RNA

TagMan 60 pl 4,73 1U/ml

HBV DNA (n=192)

Tabela 3. Granica oznaczalnosci procedury QlAamp DSP Virus

Oznaczenie 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 1U/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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Procedura QIAamp DSP Virus

Prébka Przed rozpoczgciem nalezy doktadnie przeczyta¢ protokét (strona 28).
Do probéwki LT doda¢ 75 pl proteazy QP, 500 pl prébki i 500 pl buforu
AL.
Wytrzgsac przez 15 sekund.
ﬁ Liza Inkubowaé przez 15 minut (+1 min) w temperaturze 56°C (+1°C).
Doda¢ 600 pl etanolu.

Wytrzgsacé przez 15 sekund.
Inkubowa¢ przez 5 min (+1 minuta) w temperaturze pokojowej (15—
25°C).

Wiazanie Przenie$¢ lizat na kolumng QlAamp MinElute z podtgczonym
przediuzaczem EXT.

b2+~

Proznia

Ptukanie Dodaé¢ 600 pl zrekonstytuowanego buforu AW 1.
(AW1)

Zdjecie przediuzacza 'djg¢ przedtuzacz EXT.

EXT przed
zastosowaniem prozni

s

Préznia
Ptukanie Dodaé 700 ul zrekonstytuowanego buforu AW2.
(AW2)
Préznia
Ptukanie Dodaé 750 ul etanolu.
(etanol)

=

Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w probéwce WT.

Préznia Wirowa¢ przez 1 minute przy 14 000 rpm.
4 Odwirow Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w probéwce WT.
T\ anie do Inkubowac¢ przez 3 minuty w temperaturze 56°C.
sucha Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w probéwce ET.
=93 Doda¢ 20 pl lub 60 ul buforu AVE.
Elucja Inkubowa¢ przez 3 minuty w temperaturze pokojowe;.

Wirowac przez 1 minute przy 14 000 rpm.

Czyste wirusowe kwasy
nukleinowe
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Sprzet i odczynniki zapewniane przez
uzytkownika

Podczas pracy ze $srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z kartami charakterystyki (SDS) uzyskanymi

od producentéw poszczegolnych produktéw.

e FEtanol (96—100%)

® Pipety* i koncowki do pipet (aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia krzyzowego
zdecydowanie zalecamy uzywanie koncowek do pipet z barierami aerozolowymi)

® Rekawiczki jednorazowe

e Blok grzewczy* do lizy prébek w temperaturze 56°C (zalecamy produkt Eppendorf®
Thermomixer comfort z termoblokiem na mikroprobowki testowe o pojemnosci 2,0 miT)

® Mikrowiréwka*

® Cylinder miarowy (50 ml)

o \Wytrzgsarka

® System QlAvac 24 Plus vacuum system (QIAvac 24 Plus, nr kat. 19413, system
QIAvac Connecting System, nr kat. 19419 i pompa Vacuum Pump, nr kat. 84020%) lub

rébwnowazny laboratoryjny system prézniowy

* W celu zapewnienia wlasciwego przetwarzania probek w procedurze QlAamp DSP Virus zdecydowanie zalecamy
kalibrowanie sprzetu (np. pipet i blokéw grzewczych) zgodnie z zaleceniami producenta.

T Nie jest to petna lista dostawcow i nie obejmuje wielu waznych sprzedawcéw materiatéw biologicznych.

* Nr kat. 84020 odnosi sie do pompy odpowiedniej dla krajéw europejskich (np. Niemiec). W przypadku krajow, w
ktérych obowigzujg inne wymagania dotyczace napigcia lub wtyczek, nalezy skontaktowa¢ sie z dziatem pomocy
technicznej firmy QIAGEN.
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Wazne informacje

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Po otrzymaniu zestawu nalezy sprawdzi¢ sktadniki zestawu pod kgtem uszkodzen.
Jesli uszkodzone sg opakowania blistrowe lub butelki z buforami, nalezy skontaktowac
sie z dziatem pomocy technicznej firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem. W
przypadku rozlania ptyndw nalezy zapoznac sie z czescig ,Uwagi i srodki ostroznosci”
(strona 8).

Nie uzywac uszkodzonych sktadnikéw zestawu, poniewaz ich uzycie moze prowadzié¢

do stabego dziatania zestawu.
Nalezy zawsze stosowac sprzet niezawierajgcy RNaz.
Podczas procedury etanol (96—100%) nalezy przechowywac na lodzie.

Nalezy zawsze zmienia¢ koncowki pipet pomiedzy przenoszeniami ptynéw. W celu
unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego zalecamy stosowanie koncéwek do pipet z

barierg aerozolowa.

Wszystkie etapy odwirowywania nalezy przeprowadzac w temperaturze pokojowej (15—
25°C).

Nalezy zawsze uzywac rekawiczek jednorazowych i regularnie sprawdzaé, czy nie sg
zanieczyszczone materiatem probki.

Nalezy wyrzuci¢ rekawiczki, jesli bedg zanieczyszczone lub przynajmniej podczas

wszystkich etapéw oznaczonych symbolem rekawiczki.

W celu unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego nalezy otwiera¢ tylko jedng probéwke

naraz.

Nie uzywac skfadnikow innych zestawow z aktualnie uzywanym zestawem, chyba ze

numery serii sg identyczne.

Nalezy unika¢ zanieczyszczenia mikrobiologicznego odczynnikéw zestawu.
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® W celu zapewnienia bezpieczenstwa przed materiatem potencjalnie zakaznym

zalecamy prace w warunkach laminarnego przeptywu powietrza do czasu lizy prébek.

® Zestaw powinien by¢ stosowany wytgcznie przez personel przeszkolony w zakresie
laboratoryjnych procedur diagnostyki in vitro.

® Procedura zawiera instrukcje dotyczace przetwarzania pojedynczej probki osocza lub
surowicy. W systemie prézniowym QlAvac 24 Plus mozna jednak przetwarza¢ do 24

prébek jednoczesnie.

Przygotowanie RNA

Przygotowujac wirusowe RNA, nalezy szybko pracowaé podczas recznych etapéw

procedury.

Bufor do elucji (AVE) zawiera azydek sodu*, srodek przeciwbakteryjny zapobiegajacy
rozwojowi organizmow produkujgcych RNazy. Poniewaz jednak bufor ten nie zawiera
zadnych substancji chemicznych powodujacych degradacje RNaz, nie bedzie aktywnie
hamowat RNaz wprowadzonych wskutek nieprawidtowego postepowania. Nalezy zachowac

szczegolng ostroznos¢, aby unikng¢ zanieczyszczenia buforu do elucji (AVE) RNazami.

Przechowywanie probek

Po pobraniu i odwirowaniu osocze i surowice mozna przechowywac w temperaturze 2—8°C
przez maks. 6 godzin. W celu diugotrwatego przechowywania zalecane jest zamrozenie
probek w porcjach w temperaturze —20°C lub —80°C. Zamrozonych probek osocza lub
surowicy nie wolno rozmraza¢ wiecej niz raz. Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie
prowadzi do denaturacji i wytrgcania biatek, co powoduje zmniejszenie miana wirusow i z
tego powodu zmniejszone uzyski wirusowych kwaséw nukleinowych. Ponadto
krioprecypitaty powstate podczas zamrazania-rozmrazania zatykajg membrane kolumny

* Podczas pracy ze $srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha laboratoryjnego,
rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych.
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QlAamp MinElute. Jesli krioprecypitaty sg widoczne, nalezy je zebra¢ przez odwirowanie
przy okoto 6800 x g przez 3 minuty. Oczyszczony supernatant nalezy zaaspirowac i

natychmiast poddac przetworzeniu bez naruszania osadu.
Przygotowanie odczynnikéw i buforow

Przygotowanie proteazy firmy QIAGEN

Dodac¢ catg zawarto$¢ fiolki zawierajgcej 4,4 ml rozpuszczalnika proteazy (PS) do fiolki z
liofilizowang proteaza firmy QIAGEN (QP) i ostroznie wymieszac. Aby unikng¢ spieniania,
wymieszaé zawarto$¢ fiolki, odwracajgc jg kilka razy. Upewni¢ sie, ze proteaza firmy
QIAGEN (QP) jest catkowicie rozpuszczona.

@ Nie dodawa¢ proteazy firmy QIAGEN (QP) bezposrednio do buforu do lizy (AL).

Dodanie nosnika RNA i kontroli wewnetrznej do buforu do lizy

Nosnik RNA stuzy dwém celom. Po pierwsze wzmacnia wigzanie wirusowych kwasoéw
nukleinowych do membrany kolumny QlAamp MinElute, zwtaszcza jesli w probce jest bardzo
mato czgsteczek docelowych. Po drugie dodanie duzych ilosci nosnika RNA zmniejsza
prawdopodobienstwo degradacji wirusowego RNA w rzadkich przypadkach, gdy czgsteczki
RNazy nie ulegng denaturacji pod wptywem soli chaotropowych i detergentu zawartego w
buforze do lizy (AL). Jesli do buforu do lizy (AL) nie jest dodany nosnik RNA, moze to

prowadzi¢ do zmniejszonego odzysku wirusowego RNA lub DNA.

Nosnik RNA moze rowniez znajdowac sie w niektorych odczynnikach kontroli wewnetrznej
w dostepnych w handlu dalszych oznaczeniach. W takich przypadkach nalezy zapoznac sie

z odpowiednimi instrukcjami obstugi podanymi przez producenta dalszego oznaczenia.

W przypadku stosowania zestawu QlAamp DSP Virus Kit w potaczeniu z diagnostycznymi

systemami amplifikacji usilnie zaleca si¢ stosowanie kontroli wewnetrznej. Kontrole
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wewnetrzng RNA lub DNA oraz zrekonstytuowany nosnik RNA nalezy doda¢ do buforu do
lizy (AL) i doktadnie wymieszaé poprzez odwrécenie probowki 10 razy. W celu unikniecia

spienienia nie uzywaé wytrzgsarki.

W celu ustalenia optymalnego stezenia kontroli wewnetrznej nalezy zapoznaé sie z
instrukcjami producenta. Zastosowanie innego stezenia niz zalecane moze prowadzi¢ do
nieprawidtowych wynikéw. Podczas obliczania prawidtowej ilosci kontroli wewnetrznej do
uzycia nalezy uwzgledni¢ objeto$¢ poczgtkowg prébki i objetos¢ elucji. Nalezy pamietaé, ze
zestaw QlAamp DSP Virus Kit wykorzystuje objeto$¢ poczatkowg 500 pl.

W celu przygotowania roztworu nosnika RNA nalezy doda¢ 310 pl buforu do elucji (AVE) do
probdéwki zawierajgcej 310 pg liofilizowanego nosnika RNA, aby uzyskac roztwor o stezeniu
1 pg/ul. Doktadnie rozpusci¢ no$nik RNA, podzieli¢ na réwne porcje wygodnej wielkosci i
przechowywac w temperaturze —20°C. Nie zamrazac i nie rozmraza¢ porcji nosnika RNA

wiecej niz 2 razy.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze nosnik RNA nie rozpuszcza sie w buforze do lizy (AL). Nalezy go
najpierw rozpusci¢ w buforze do elucji (AVE), a nastepnie doda¢ do buforu do lizy (AL).
Przed wymieszaniem z buforem do lizy (AL) nalezy sprawdzi¢, czy nosnik RNA jest

catkowicie rozpuszczony w prawidtowej objetosci buforu do elucji (AVE).

@ Nalezy zawsze stosowac prawidtowg kontrole wewnetrzng w dalszym oznaczeniu.

Wiecej informacji zawiera instrukcja producenta.
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Obliczy¢ objetos¢ mieszaniny bufor do lizy (AL)/nosnik RNA potrzebnej na partie prébek,
wybierajgc liczbe prébek, ktére majg by¢ jednoczesnie przetwarzane, z tabeli Tabela 4.

Objetosci oblicza sie przy uzyciu nastepujgcego wzoru do obliczania probek:
nx0,55ml=yml
ymlx11,2 pl/ml=z pl

gdzie: n = liczba prébek do jednoczesnego przetworzenia

y = obliczona objetos¢ buforu do lizy (AL)

z = objetos¢ mieszaniny no$nik RNA/bufor do elucji (AVE) do dodania do buforu do
lizy (AL)

Tabela 4. Objetosci buforu do lizy (AL) i mieszaniny nosnik RNA/bufor do elucji (AVE) wymagane do
procedury QlAamp DSP Virus

~ Obj.
mieszaniny
nosnik
Liczba  Obj. buforu AL Obj. mieszaniny nos$nik Obj. buforu AL RNA/AVE
prébek (ml) RNA/AVE (ul) Liczba prébek (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
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Przygotowanie buforu do ptukania 1 (AW 1)

Za pomocg cylindra miarowego nalezy doda¢ 25 ml etanolu (96-100%) do butelki
zawierajgcej 19 ml koncentratu buforu do ptukania 1 (AW1). Zrekonstytuowany bufor do
ptukania 1 (AW1) nalezy przechowywaé w temperaturze pokojowej (15-25°C).

@ Przed rozpoczeciem procedury nalezy zawsze wymieszac¢ zrekonstytuowany bufor do
ptukania 1 (AW1), odwracajgc butelke kilka razy.

Przygotowanie buforu do ptukania 2 (AW2)

Za pomoca cylindra miarowego nalezy doda¢ 30 ml etanolu (96-100%) do butelki
zawierajacej 13 ml koncentratu buforu do ptukania 2 (AW2). Zrekonstytuowany bufor do

ptukania 2 (AW2) nalezy przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).

@ Przed rozpoczeciem procedury nalezy zawsze wymieszac zrekonstytuowany bufor do
ptukania 2 (AW2), odwracajgc butelke kilka razy.

Przygotowanie buforu do elucji (AVE)

Zestaw zawiera cztery probéwki buforu do elucji (AVE). Nalezy uwaza¢, aby nie zanieczysci¢
buforu RNazami. Jesli przy uzyciu jednego zestawu przeprowadza sie nie wiecej niz 4
procedury oczyszczania, zalecamy, aby wyrzuci¢ probowke z buforem do elucji (AVE) po

zakonczeniu kazdej procedury.

Elucja wirusowych kwaséw nukleinowych

W przypadku dalszych zastosowan wymagajgcych matych objetosci poczatkowych (np.
niektére oznaczenia PCR i RT-PCR) stosowanie wirusowych kwaséw nukleinowych
eluowanych w 20 pl buforu do elucji (AVE) moze zwiekszyé czutosé testu.
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Objeto$¢ wirusowych kwasow nukleinowych eluowanych z kolumny QlAamp MinElute moze
by¢ do 5 ul mniejsza niz objeto$¢ buforu do elucji (AVE) naniesionego na kolumne.
Przyktadowo elucja wirusowych kwasow nukleinowych za pomocg 60 pl buforu do elucji
(AVE) prowadzi do uzyskania okoto 55 ul eluatu, a elucja za pomocg 20 ul prowadzi do
uzyskania okoto 15 pl eluatu.

Objetos¢ odzyskanego eluatu jest zalezna od wiasciwosci prébki. Jesli objetosc
odzyskanego eluatu jest zbyt mata dla dalszego oznaczenia, nalezy zwiekszy¢ objetosé
poprzez dodanie wiekszej ilosci buforu do elucji (AVE).

Wirusowe kwasy nukleinowe poddane elucji nalezy zebra¢ w probdéwkach do elucji (ET). W
przypadku przechowywania wirusowych kwasow nukleinowych przez okres do 24 godzin
zalecamy przechowywanie w temperaturze 2—8°C.

Uzysk i jakos¢ wirusowych kwasow nukleinowych

Uzysk i jakos¢ wyizolowanych kwasow nukleinowych sg odpowiednie dla wszystkich
rodzajow dalszych procedur detekcji w diagnostyce molekularnej. Oznaczenia
diagnostyczne nalezy wykonywaé zgodnie z instrukcjami producenta.
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Ustawianie systemu prézniowego QlAvac 24 Plus

Nalezy zapewni¢ prawidtowe ustawienie przediuzacza kolumny (EXT), kolumny QlAamp

MinElute, ztacza VacConnector (VC) oraz zaworu VacValve (patrz Ryc. 3).

Gi{@

e

Ryc. 3. Montaz sktadnikéw zestawu QlAamp DSP Virus Kit do prézniowego przetwarzania probek:

1: Zawor VacValve (dostarczany z systemem 3: Kolumna QlAamp MinElute
prézniowym)

2: Ztacze VacConnector (VC) 4: Przedtuzacz kolumny (EXT)

Zalecamy oznakowanie probéwek do lizy (LT), probéwek do elucji (ET) i kolumn QlAamp
MinElute do stosowania w systemie prézniowym QlAvac 24 Plus zgodnie ze schematem na
Ryc. 4, aby unikng¢ pomylenia probek. Mozna skopiowac¢ te rycine i oznakowa¢ nazwami

probek.
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Ryc. 4. Schemat oznakowania probéwek do lizy (LT), probéwek do elucji (ET) i kolumn QlAamp MinElute do
stosowania w systemie pré6zniowym QIAvac 24 Plus.
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Protokot: Izolacja i oczyszczanie wirusowych
kwasow nukleinowych z osocza i surowicy

Do izolacji i oczyszczania wirusowych kwaséw nukleinowych z 500 pl osocza lub surowicy

pobranych na EDTA lub cytrynian.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Doprowadzi¢ probki do temperatury pokojowej (15-25°C) i upewnic sie, ze sg dobrze
wymieszane.

® Dodac nosnik RNA zrekonstytuowany w buforze do elucji (AVE) lub kontrole
wewnetrzng do buforu do lizy (AL) zgodnie z instrukcjami na stronie 20.

® Upewnic sie, ze bufory do ptukania 1 (AW1) i 2 (AW2) oraz proteaza firmy QIAGEN
(QP) zostaty przygotowane zgodnie z instrukcjami w czesci ,Wazne informacje” na
stronie 18.

® Doprowadzi¢ bufor do elucji (AVE) do temperatury pokojowej (15-25°C) do uzycia w
etapie 18. W miare mozliwosci stosowac¢ swiezy bufor do elucji (AVE) do kazdej
procedury (dostarczone sg 4 probéwki).

® Ustawi¢ blok grzewczy na temperature 56°C do uzytku w etapach 4 i 17.

® Aby unikng¢ zanieczyszczenia krzyzowego, wiozy¢ ztgcze VacConnector (VC) do
kazdego adaptera typu luer systemu prézniowego.

e Upewnic sie, ze butelka na odpady systemu prézniowego jest pusta i ze wszystkie
ztgcza sg prawidtowo podigczone.

® Szczegodtowe informacje dotyczgce obstugi systemu prézniowego, zwtaszcza jego
konserwaciji, zawiera dostarczona razem z nim instrukcja obstugi.
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Procedura

1.

Za pomocg pipety przenies¢ 75 pl proteazy firmy QIAGEN (QP) do probowki do lizy
(LT).

@ Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ termin waznosci rekonstytuowanej proteazy.
Dodac¢ 500 ul osocza lub surowicy do probowki do lizy (LT).
Dodac¢ 500 pl buforu do lizy (AL) (zawierajacego no$nik RNA w stezeniu 11,2 pg/ml) do

probowki do lizy (LT), zamkng¢ wieczko i wymieszaé, wytrzasajgc pulsacyjnie przez 15
sekund.

Aby zapewni¢ skuteczng lize, kluczowe jest, aby prébka i bufor do lizy (AL) byty dobrze
wymieszane i tworzyty roztwor jednorodny.

® Bufor do lizy (AL) zawiera kontrole wewnetrzng. Poniewaz bufor do lizy (AL) ma
duzg lepkosé, nalezy doda¢ wiasciwg objetos¢ buforu do lizy (AL), przenoszac go
ostroznie pipetg lub stosujgc odpowiednig pipete, takg jak pipeta wieloetapowa
Eppendorf lub réwnowazna.

@ Nie dodawa¢ proteazy firmy QIAGEN (QP) bezposrednio do buforu do lizy (AL).
Inkubowaé w temperaturze 56°C (£1°C) przez 15 minut (x1 min).

Wirowac¢ probowke do lizy (LT) przez >5 sekund przy petnej predkosci, aby usungé
krople z wnetrza wieczka.

@Zmienié rekawiczki i otworzy¢ ostroznie probéwke do lizy (LT).

Doda¢ 600 pl etanolu (96—-100%) do probdwki do lizy (LT), zamkng¢ wieczko i
doktadnie wymieszac, wytrzgsajgc pulsacyjnie przez >15 sekund. Inkubowaé przez 5
minut (£1 minuta) w temperaturze pokojowej (15-25°C).

Wirowac¢ probowke do lizy (LT) przez >5 sekund przy petnej predkosci, aby usungé
krople z wnetrza wieczka.
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9. Wiozy¢ kolumne QlAamp MinElute do ztgcza VacConnector (VC) w systemie
prézniowym (patrz Ryc. 3, strona 25). Wiozy¢ przedtuzacz kolumny (EXT) do otwartej
kolumny QIAamp MinElute.

@ Zachowac probdéwke do ptukania (WT) w celu odwirowania do sucha w etapie 16.

10.@ Zmieni¢ rekawiczki i otwierac tylko jedng probéwke naraz.

11.0stroznie nanies¢ caty lizat z etapu 7 na przedtuzacz kolumny (EXT) kolumny QlAamp
MinElute bez zamaczania brzegu. Unika¢ dotykania membrany kolumny QlAamp
MinElute koncowkg pipety.

12.Wigczy¢ pompe prozniowa. Po przejsciu lizatu przez kolumne QlAamp MinElute nalezy
otworzy¢ zawor systemu prézniowego i zwolnic¢ préznie.
Jesli jednoczesnie przetwarzanych jest kilka kolumn QlAamp MinElute, zalecamy

zamkniecie zaworu VacValve kazdej kolumny po przejsciu lizatu, aby skroci¢ czas
trwania tego etapu prozniowego.

® Jesli lizat nie przeszedt catkowicie przez membrane w ciggu 15 minut, nalezy
wyrzuci¢ kolumne QlAamp MinElute i powtorzy¢ procedure z nowa probka.

@ W celu szybkiego zwolnienia ci$nienia prozni nalezy uzy¢ zaworu systemu
prézniowegdo.

13.Nanies¢ 600 pl buforu do ptukania 1 (AW1) na kolumne QlAamp MinElute. Ostroznie
wyjaé i wyrzuci¢ przedtuzacz kolumny (EXT), a nastepnie zamknagé zawor systemu
prézniowego. Po przejsciu buforu do ptukania 1 (AW 1) przez kolumne QlAamp
MinElute otworzy¢ zawér i zwolnié proznie.

® W celu uniknigcia zanieczyszczenia krzyzowego nalezy zadbaé, aby wyciggniete
przedtuzacze kolumn (EXT) nie byly przenoszone nad sgsiadujgcymi kolumnami
QlAamp MinElute.

14.Nanies¢ 750 pl buforu do ptukania 2 (AW2) na kolumne QlAamp MinElute bez

zamaczania brzegu. Unika¢ dotykania membrany kolumny QlAamp MinElute korncowka
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pipety. Pozostawi¢ otwarte wieczko kolumny i zamkna¢ zawér systemu prézniowego.
Po przejéciu buforu do ptukania 2 (AW2) przez kolumne QlAamp MinElute otworzy¢ zawor i
zwolni¢ proznie.

15.Nanies¢ 750 pl etanolu (96-100%) na kolumne QIAamp MinElute bez zamaczania brzegu. Unika¢
dotykania membrany kolumny QlAamp MinElute koncowka pipety. Pozostawic¢ otwarte wieczko
kolumny i zamkna¢ zawdr systemu prézniowego. Po przejsciu etanolu przez kolumne QlAamp

MinElute otworzy¢ zawdr i zwolni¢ proznie.

@ Do nanoszenia etanolu na kolumne QlAamp MinElute nalezy stosowa¢ koncowki do pipet z
barierg aerozolowa.

16.Zamknaé wieczko kolumny QlAamp MinElute, wyjac jg z systemu prozniowego i wyrzuci¢ ztgcze
VacConnector (VC). Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w probdwce do ptukania (WT),
zachowanej w etapie 9, i odwirowac przy petnej predkosci (okoto 20 000 x g lub 14 000 rpm) przez
1 min, aby catkowicie osuszy¢ membrane. Wyrzuci¢ probédwke do ptukania (WT) zawierajacg

przesgcz.

: Pominiecie odwirowania do sucha moze spowodowac inhibicje dalszego oznaczenia.

17 .Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w nowej probéwce do ptukania (WT) i inkubowac z otwartym
wieczkiem w temperaturze 56°C przez 3 minuty, aby odparowa¢ pozostaty ptyn.

18.Umiesci¢ kolumne QIAamp MinElute w czystej probéwee do elucji (ET) i wyrzuci¢ probowke do
ptukania (WT). Ostroznie otworzy¢ wieczko kolumny QlAamp MinElute i nanies¢ 20 pl lub 60 pl
buforu do elucji (AVE) (w zaleznos$ci od dalszego oznaczenia) na $rodek membrany. Zamknagé
wieczko i inkubowaé w temperaturze pokojowej (15-25°C) przez >3 minuty. Wirowac¢ przy petnej
predkosci (okoto 20 000 x g lub 14 000 rpm) przez 1 minute w celu elucji wirusowych kwasow

nukleinowych.

@ Po zakonczeniu tego protokotu nalezy postepowac wedtug procedury konserwacji dla
systemu prézniowego (wiecej informacji zawiera instrukcja obstugi dostarczona razem z

systemem prézniowym).
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Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegodlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika produktéw
QIAGEN s3 dostepne pod adresem www.giagen.com. Mozna je takze zamoéwi¢ w serwisie
lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.

Historia zmian

Historia zmian dokumentu

R3 Dodano wyjasniajgcy przypis dotyczacy nr kat. pompy Vacuum Pump, patrz strona 17.
08/2018 Zaktualizowano ostrzezenia i $rodki ostrozno$ci.
Zaktualizowano format instrukcji obstugi.
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Umowa ograniczonej licencji dla zestawu QlAamp DSP Virus Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujace warunki:

1.

o~ 0D

Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotem dotgczonym do produktu oraz niniejszg instrukcja i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujacymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania sktadnikdw niniejszego
zestawu ze skiadnikami nienalezgcymi do zestawu za wyjatkiem przypadkoéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz
dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.qiagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan
QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji
przez firme QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron trzecich.
Ten zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wytacznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub sprzedawac.
Firma QIAGEN nie udziela innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktdre sa wyraznie okreslone.

Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuije sie nie podejmowac dziatan, ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowa¢ przestrzeganie zakazéw
niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu i ma prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw sgdowych,
w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w
odniesieniu zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencyjne dostgpne sg na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: 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). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd.
wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwaza¢ za niechronione przepisami prawa.

1114514 08/2018 HB-0109-003 © 2018 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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