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QIAamp DSP Virus Kit &r ett allmént system som anvénder QlAamp-teknologi for
isolering och rening av virala nukleinsyror frén human plasma eller serumprover for
in vitro-diagnostiska procedurer.
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Kitinnehdall

QIAamp DSP Virus Kit

Katalognr. 60704

Antal beredningar 50

QlAamp  QlAamp MinElute-kolonner med 50

MinElute®  tvéttrdr (WT) (2 ml)

EXT Column Extenders | oL | EXT | 50
(Kolonnférléngare) (3 ml)

ET Eli.)lfion Tubes (Elueringsrér) (1,5 | ELU | TURE | 50
m

vC VacConnectors 50
(Vakuumanslutningar) | VAC | CON |

LT Lysis Tubes (Lyseringsror) (2 ml) | LYs | TURE | 50

WT Wash Tubes (Tvéttrar) (2 ml) | WASH | TURE | 50

AL Lysis Buffer* (Lyseringsbuffert) | LYS | BUF | 33 ml

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

AW?2 Wash Buffer 21 (Tvéttbuffert 2) | WASH | BUF | 9 | CON | 13 ml
(koncentrat)

AVE Elution Buffert (Elueringsbuffert) | ELU | BUF | 4 x2ml
(lila lock)

PS Protease Solvent! | QPFROT | SOLY | 4,4 ml
(Proteaslsningsmedel)

Barare ICalr(;ier-RNA (Barar-RNA) (réda | CAR | ENA | 310
oc

QP QIAGEN® Protease (QIAGEN®- 1 flaska
proteas) QPROT

* Innehéller guanidinhydroklorid. Inte kompatibel med desinfektionsmedel med blekmedel. Sékerhetsinformation finns
pé sidan 8.

" Innehéller natriumazid som konserveringsmedel.

¥ Resuspensionsvolym 4,4 ml.
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Symboler

Kitet innehdller reagens fér 50 provpreparat

Se informationen i handboken
Anvand fére

In vitro-diagnostisk medicinsk produkt
Katalognummer

Ts) Lotnummer

=1

Materialnummer
COMP Komponenter
Volym

Temperaturbegrénsningar

Vid ankomst

Laglig tillverkare
Viktig anmérkning
Byt handskar efter protokollsteg med denna markering

Oppna vid leverans. Férvara QlAamp Mini-spinnkolonner vid
2-8 °C
GS-artikelnummer

Skriv ner aktuellt datum efter tillsats av etanol i flaskan

238 B 1 Ok (g =

ADD Tillsatta
CONT Innehdller
LYOPH Frystorkad

RCNS Rekonstituera
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g

MALEI

(o}

ACID

Etanol
Guanidinhydroklorid
Maleinsyra

Subtilisin

Leder till
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Forvaring

QlAamp MinElute-kolonnerna ska férvaras vid 2-8 °C vid ankomsten.
Alla buffertar kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C).

Frystorkat barar-RNA kan férvaras vid rumstemperatur fram till utg&ngsdatumet. Bérar-RNA
kan endast 16sas upp i elueringsbuffert (AVE), uppldst barar-RNA ska omedelbart tillsattas fill
lyseringsbuffert (AL) enligt beskrivningen pd sidan 19. Denna |&sning ska beredas farsk, och
ar hallbar vid 2-8 °C i upp fill 48 timmar. Oanvénda delar av barar-RNA uppldst i
elueringsbuffert (AVE) ska frysas i alikvoter vid -20 °C.

Frystorkat QIAGEN-proteas (QP) kan férvaras i rumstemperatur fram till utgdngsdatumet utan

att dess prestanda péverkas.

Rekonstituerat QIAGEN-proteas (QP) ar héllbart i upp till 1 ar vid férvaring i 2-8 °C, men

endast fram fill utg&ngsdatumet.

Rekonstituerad tvattbuffert 1 (AW 1) och rekonstituerad tvéttbuffert 2 (AW?2) ar héllbara i upp

till 1 &r vid férvaring i rumstemperatur, men endast fram till utgadngsdatumet.

Kvalitetskontroll

| enlighet med QIAGENSs certifierade totala kvalitetshanteringssystem testas varje batch
QlAamp DSP Virus Kit mot férbestdmda specifikationer fér att garantera konstant

produktkvalitet.
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Avsedd anvdndning

QIAamp DSP Virus Kit &r eft allmént system som anvénder QlAamp-teknologi fér isolering och
rening av virala nukleinsyror frén human plasma eller serumprover fér in vitro-diagnostiska
dndamal. Ett diagnostiskt resultat genererat med provférberedningsmetoden tillsammans med
en efterféliande diagnostisk NAT-analys bér tolkas med hansyn tagen fill andra kliniska

undersokningar eller laboratorieundersdkningar.

Produkten &r avsedd fér anvandning av professionella anvéndare som laboratoriepersonal
och lgkare utbildade i molekylarbiologiska tekniker. Den é&r utformad fér anvéndning med
efterféljande applikation som anvénder enzymatisk amplifiering eller annan enzymatisk
modifiering av DNA eller RNA faljt av signaldetektion eller amplifiering. De isolerade och
renade virala nukleinsyrorna kan anvéndas vid kvalitativa (t.ex. blodscreening) saval som

kvantitativa (t.ex. virala belastningsévervakning) diagnostiska NAT-analyser.

For att minimera oegentligheter i diagnostiska resultat r produkten avsedd att anvéndas med
en intern kontroll séval som positiva och negativa kontroller under provberedningsprocessen,

och provférstarkning och detektering i enlighet med den anvdnda nedstrémsanalysen.

Den hér produkten &r utformad fér anvéndning med QlAvac 24 Plus-vakuumsystemet eller ett

liknande vakuumsystem.

Begransningar for produktanvandning

Kitet &r inte till fér anvéndning med blod, vévnad, benmérg eller odlade celler. Kitet &r inte
heller till f&r isolering och rening av nukleinsyror frén bakterier, svampar eller parasiter. Kitets
prestanda vid isolering och rening av virala nukleinsyror frén andra cellfria kroppsvétskor,

sasom urin och CSF, har inte utvdrderats.
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Varningar och férsiktighet

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad (safety data sheets, SDS). De
ar tillgéngliga p& webben i behéndigt PDFformat p& adressen www.qiagen.com/safety, dér
du kan visa och skriva ut sékerhetsdatablad fér varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

FORSIKTIGHET: Tillsatt inte blekmedel eller sura lésningar i avfallet fran
provberedningen.

Lyseringsbuffert (AL) och tvattbuffert 1 (AW1) innehdller guanidinhydroklorid som kan bilda
mycket reaktiva féreningar i kombination med blekmedel. Om vétska med dessa buffertar
spills ut ska rengéring utféras med lémpliga laboratorierengéringsmedel och vatten. Om den
spillda vatskan innehdller potentiellt smittsamma @mnen ska omré&det férst rengdras med

laboratorierengdringsmedel och vatten och dérefter med 1 % (v/v) natriumhypoklorit.

Om buffertflaskorna ér skadade eller lécker ska man anvénda handskar och skyddsglaségon

ndr flaskorna kastas fér att undvika personlig skada eller skada p& andra.

QIAGEN har inte testat vatskeavfallet som genereras av QlAamp DSP Virus-proceduren fér
resterande smittbérande material. Darfoér bor universella férsiktighetsatgérder (handskar,
labbrockar och &gonskydd) anvéndas fér hantering av potentiellt smittsamt humant
kéllmaterial vid arbete med denna produkt, och flytande avfall méste betraktas som smittsamt

och hanteras och kasseras i enlighet med lokala sékerhetsbestémmelser.
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Nedanstéende faro- och skyddsangivelser géller fér komponenter i QlAamp DSP Virus Kit.

Al-buffert

&

AW 1-buffert

&

Innehaller: guanidinhydroklorid; maleinsyra. Varning! Kan vara skadligt vid
fortaring eller inandning. Irriterar huden. Kan orsaka allergisk hudreaktion.

Orsakar allvarlig dgonirritation. Anvand

skyddshandskar/skyddsklader/&gonskydd/ansiktsskydd.

Innehéller:  guanidinhydroklorid.  Varning! Skadligt vid foértéring eller
inandning. Irriterar  huden. Orsakar allvarlig  8gonirritation.  Anvand

skyddshandskar/skyddsklader/égonskydd/ansiktsskydd.

QIAGEN:-proteas

SOG

Innehéller: subtilisin. Fara! Farligt vid fértaring. lIrriterar huden. Orsakar
allvarlig égonskada. Kan orsaka allergi- eller astmasymptom eller
andningssvérigheter vid inandning. Kan orsaka andningsirritation. Inandas
inte damm/rék/gaser/dimma/&ngor/sprej. Anvéand
skyddshandskar/skyddsklader/égonskydd/ansiktsskydd. Anvénd
andningsskydd. VID KONTAKT MED OGONEN: Skalj férsiktigt med vatten i
flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gér latt. Fortsatt att skolja.
Vid exponering eller oro: Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller
l&kare. Flytta personen till frisk luft och se till att han eller hon vilar i en stéllning

som underléttar andningen.
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Inledning

The QIAamp DSP Virus Kit anvéander en véletablerad teknik fér samtidig isolering och rening
av viralt DNA och RNA. QlAamp DSP Virus-proceduren innehdller en kombination av det
kvartsbaserade membranets selektivt bindande egenskaper med minimala elueringsvolymer
pé 20 eller 60 pl.

Processen dr lamplig fér anvéndning med plasma eller serum, vilka kan innehélla citrat eller
EDTA. Proverna kan vara férska, lyofiliserade eller frysta, férutsatt att de inte har frysts ned
och tinats upp mer @n en gdng. Proceduren kan anvéndas for isolering av viralt RNA och
DNA frén ett brett urval av RNA- och DNA-virus. Processen &r utformad fér att undvika risken
for korskontamination mellan prover och medger saker hantering av potentiellt smittbarande
prover. Proceduren ar mycket vél [égmpad fér simultan bearbetning av flera prover. Virala
nukleinsyror elueras i elueringsbuffert (AVE), bruksfardigt for férstarkningsreaktioner eller
farvaring vid -20 °C.

Princip och utférande
QIAamp DSP Virus-proceduren bestdr av 4 steg:

® Llysering av viruspartiklarna i provet

e Bindning av virala nukleinsyror i lysatet till membranet i en QlAamp MinElute-kolonn
e Tvéttning av membranet

e Eluering av de virala nukleinsyrorna frén membranet

Proceduren utférs med hjélp av QlAamp MinElute-kolonner pé& ett vakuumgrenrér.
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Lysering av viruspartiklar

Prov lyseras under denatureringsférhdllanden vid férhdjda temperaturer. lysering utférs i
narvaro av QIAGEN-proteas (QP) och lyseringsbuffert (AL), som fillsammans sakerstdller

inaktivering av RNaser.
Bindning av nukleinsyror till QlAamp MinElute-kolonnmembranet

For att optimera bindningen av viralt DNA och RNA till QlAamp MinElute-kolonnmembranet,
tillsétts forst etanol till lysaten. Varje lysat appliceras dérefter till en QlAamp MinElute-kolonn,
och virala nukleinsyror adsorberas till det kiselbaserade membranet nar lysatet dras igenom

detta med hjalp av vakuumtryck.
Avlagsnande av restkontaminanter

Medan de virala nukleinsyrorna kvarstér som bundna till membranet i QlAamp MinElute-
kolonnmembranet tvéttas kontaminanter effektivt bort med hjalp av forst tvattbuffert 1 (AW1),
sedan tvéattbuffert 2 (AW2) och darefter etanol.

Eluering av rena nukleinsyror

Virala nukleinsyror elueras fran QlAamp MinElute-kolonnmembranet med hjélp av
elueringsbuffert (AVE). QlAamp MinElute-kolonner maijliggér elueringsvolymer p& 20 pl eller
60 pl.

Prestandaegenskaper

QlAamp DSP Virus-procedurens linjdra intervall har bestamts for HIV-RNA och HBV-DNA i

flera diagnostiska nedstrdmsanalyser (Tabell 1, Figur 1 och Figur 2).

Tabell 1.-Diagnostiska nedstromsanalyser dér QlAamp DSP Virus-procedurens linjéra intervall har testats

Andlys Kit
Realtids-RT-PCR av HIV-RNA TagMan®-analys och cobas® AMPLICOR HIV-T MONITOR®-test
Realtids-PCR av HBV-DNA TagMan-analys och cobas AMPLICOR HBV MONITOR®-test
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Figur 1. QlAamp DSP Virus-procedurens linjéra intervall vid anvéndning av TagMan-analyser. QlAamp DSP Virus-
procedurens linjéra intervall vid 60 pl elueringsvolym bestémdes med hjélp av TagMan-analyser férE HIV-RNA och E

HBV-DNA.
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Figur 2. QlAamp DSP Virus-procedurens linjéra intervall vi anvéindning av cobas AMPLICOR MONITOR-tester. QlAamp

DSP Virus-procedurens linjara intervall vid 60 pl elueringsvolym bestémdes med hjélp av cobas AMPLICOR MONITOR-
tester for [ HIV-RNA och [§ HBV-DNA.
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Detektionsgrénsen (detection limit, DL) och kvantifieringsgransen (quantification limit, QL), i
enlighet med ICH-rikilinjerna 2QA och 2QB, har bestdmts for QlAamp DSP Virus-proceduren
(med en startprovvolym p& 500 pl och elueringsvolymer p& 20 pl och 60 pl) med hjélp av

diagnostiska nedstromsanalyser (Tabell 2 och Tabell 3).

Tabell 2.-Detektionsgrans for QlAamp DSP Virus-procedur

Andlys Elveringsvolym 95 %
Cut-Off
artus® 20 pl 2,31
Real Art™ U/ml
HBV-DNA (n=240)
artus 20 pl 24,31
RealArt U/ml
HCV-RNA (n=192)
AMPLICOR 60 pl 90,92
manuellt U/ml
HIVRNA (=209)
TagMan 60 pl 4,73
HBV-DNA IU/ml
(n=192)

Tabell 3.-Kvantifieringsgréns for QlAamp DSP Virus-procedur

Analys QL (a%

TagMan HBV-DNA 5,7 IlU/ml <70 % (n=88)
TagMan HIVRNA 52 IU/ml < 60 % (n=88)
cobas AMPLICOR HIV-RNA 100 1U/ml < 60 % (n=88)
cobas AMPLICOR HBV-DNA 30 1U/ml < 60 % (n=88)
cobas AMPLICOR HCV RNA® 700 IU/ml < 60 % (n=66)
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QlAamp DSP Virus -procedur

Prov

ﬁ Lysering

Bindning

Vakuum

Tvatt
(AW1)

Ta bort EXT
innan vakuum
appliceras

-

Vakuum

Tvatt
(AW2)

fi

Vakuum

Tvatt
(etanol)

=

¢ Torrsnurr

ning

Eluering

Renade virala
nukleinsyror

Lés protokollet (sidan 27) noga innan du bérjar.

Tillsatt 75 pl QP, 500 pl prov och 500 pl AL LT.
Vortexblanda i 15 sekunder.

Inkubera i 15 minuter (+ 1 minut) vid 56 °C (+ 1 °C).

Tillsatt 600 pl etanol

Vortexblanda i 15 sekunder.

Inkubera i 5 minuter (+ 1 minut) i rumstemperatur (15-25 °C).

Overféra lysater till QlAamp MinElutekolonn med bifogat EXT.

Tillsatt 600 pl rekonstituerad AW1.

Ta bort EXT.

Tillsatt 700 pl rekonstituerad AW2.

Tillsatt 750 pl etanol

Placera QlAamp MinElute-kolonn i WT.
Centrifugera i 1 minut vid 14 000 rpm.
Placera QlAamp MinElute-kolonn i WT.
Inkubera i 3 minuter vid 56 °C.
Placera QlAamp MinElute-kolonn i ET.
Tillsétt 20 pl eller 60 pl AVE.

Inkubera i 3 minuter i rumstemperatur.
Centrifugera i 1 minut vid 14 000 rpm.
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Utrustning och reagenser som ska tillhandahdllas
av anvdndaren

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av

kemikalier. Se lampliga sékerhetsdatablad frén produktleverantéren fér materialsékerhet.

e FEtanol (96-100 %)

® Pipetfter* och pipettspetsar (det rekommenderas aft pipettspetsar med aerosolbarriarer
anvands fér att undvika korskontamination)

® Engangshandskar

e Varmeblock* for lysering av prov vid 56 °C (Eppendorf® Thermomixer med termoblock
for mikroprovrér p& 2,0 ml rekommenderasf)

® Mikrocentrifug*

e Matcylinder (50 ml)

® Vortexblandare

® QlAvac 24 Plus-vakuumsystem (QlAvac 24 Plus, kat.nr 19413, QlAvac Connecting
System, kat.nr 19419 och Vacuum Pump, kat.nr 84020%), eller motsvarande vanligt

laboratorievakuumsystem

* For att sakerstélla aft proverna bearbetas ordentligt under QlAamp DSP Virus-proceduren, rekommenderar vi bestamt
att instrumenten (t.ex. pipetter och varmeblock) kalibreras i enlighet med fillverkarnas rekommendationer.

' Detta dr infe en fullsténdig lista dver tillverkare och inkluderar inte ménga stérre férséljare av biologiska tillbehér.

* Katalognummer 84020 avser en pump som &r lamplig fér europeiska lénder (t.ex. Tyskland). Fér lander med andra
krav fér spénning eller kontakter, kontakta QIAGENS tekniska support.
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Viktiga anmérkningar
Viktigt att tanka pé fére start

e Kontrollera att satskomponenterna inte dr skadade efter mottagande av satsen. Om
blisterforpackningar eller buffertflaskor ar skadade ska du kontakta QIAGENS tekniska
support eller den lokala distributéren. | handelse av vatskespill, se “Varningar och
forsiktighet” (sidan 8).

e Anvand inte skadade satskomponenter eftersom det kan leda till délig satsprestanda.

® Anvand alltid RNase-fri utrustning.

e Forvara etanol (96-100 %) pé is under proceduren.

e Byt alltid pipettspetsar mellan vatskedverféringar. Anvéndning av pipettspetsar med

aerosolbarridrer rekommenderas for att undvika korskontamination.
e Alla centrifugeringssteg utférs i rumstemperatur (15-25 °C).

® Anvand alltid engdngshandskar och kontrollera regelbundet att de inte kontaminerats av

provmaterial.

e Kassera handskar om de blir kontaminerade, och utfér alla steg markerade med

handsksymbolen. @

e Oppna endast ett rér &t gangen for att undvika korskontamination.

® Anvand inte satskomponenter fr&n andra satser med den sats som fér nérvarande

anvands savida inte lotnumren ar identiska.
e Undvik mikrobiell kontamination av satsreagenser.

e Arbete under laminéra luftflddesférhéllanden rekommenderas tills proverna har lyserats

for att undvika kontamination fran potentiellt smittsamma material.

e Denna sats bér endast anvdndas av personal utbildad i in vitro-diagnostisk

laboratoriepraxis.
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® Proceduren ger anvisningar f6r bearbetning av ett enskilt plasma- eller serumprov. Upp

till 24 prov kan emellertid bearbetas &t gédngen med vakuumsystemet QlAvac 24 Plus.
Beredning av RNA

Vid beredning av viralt RNA, arbeta snabbt under de manuella stegen av proceduren.

Elueringsbuffert (AVE) innehéller natriumazid*, ett antimikrobiellt Gmne som férhindrar fillvéxt
av RNase-producerande organismer. Eftersom denna buffert dock inte innehdller négra
RNase-nedbrytande kemikalier, kommer den inte aktivt aft inhibera RNaser som introducerats
genom ol@mplig hantering. Var extremt férsiktig fér att undvika kontaminering med RNaser

vid hantering av elueringsbuffert (AVE).
Forvaring av prover

Efter provtagning och centrifugering kan plasma eller serum férvaras vid 2-8 °C i upp till 6
timmar. For langvarig forvaring rekommenderas frysning vid -20 °C eller -80 °C i alikvoter.
Frysta plasma- eller serumprover fér inte tinas upp mer én en géng. Upprepad infrysning-
upptining leder fill denaturering och utféllning av proteiner, vilket kan resultera i minskade
virala titrer och ddrmed minskat utbyte av virala nukleinsyror. Dessutom kan
frystorkningsutféllningar som bildas under frysning-upptining satta igen QlAamp MinElute-
kolonnmembranet. Om frystorkningsutféliningar &r synliga bdr de pelleteras genom
centrifugering vid cirka 6800 x g i 3 minuter. Den klarnade supernatanten ska aspireras och

bearbetas omedelbart utan att rubba pelleten.

* Anvénd alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av kemikalier.
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Beredning av reagenser och buffertar

Bereda QIAGEN-proteas

Tillsatt hela innehdllet i flaskan med 4,4 ml proteasldsningsmedel (PS) till flaskan med
frystorkad QIAGEN proteas (QP) och blanda noga. Blanda genom att véinda flaskan flera
génger for att undvika skumbildning. Se till att QIAGEN Protease (QP) &r fullstandigt upplést.

@ Tillsétt inte QIAGEN-proteas (QP) direkt i lyseringsbufferten (AL).

Tillsatta barar-RNA och intern kontroll till lyseringsbuffert

Barar-RNA har tva funktioner. For det férsta forbattrar det bindningen av virala nukleinsyror
till QIAamp MinElute-kolonnmembranet, sérskilt om det ar mycket f& mé&lmolekyler i provet.
For det andra minskar tillsatsen av stora méngder barar-RNA risken fér viral RNA-nedbrytning
i den sallsynta handelsen att RNase-molekylerna undgér denaturering av de kaotropiska
salterna och rengdringsmedlen i lyseringsbufferten (AL). Om bdrar-RNA inte tillsatts fill
lyseringsbuffert (AL) kan detta leda till minskad &terhémining av viralt RNA eller DNA.

Barar-RNA kan ocksd ingd i vissa interna konfrollreagenser av kommersiella
nedstrdmsanalyser. | dessa fall hénvisas till de relevanta anvéndningsinstruktionerna frén

nedstrémsanalysens tillverkare.

Anvandning av en intern kontroll rekommenderas starkt vid anvéndning av QlAamp DSP Virus
Kit i kombination med diagnostiska amplifieringssystem. RNA eller DNA f&r intern kontroll och
rekonstituerad barar-RNA bér tillséttas till lyseringsbufferten (AL) och blandas noggrant genom

att véinda réret 10 ganger. Anvéand inte vortex for att undvika skumbildning.

Se tillverkarens anvisningar fér att bestémma den optimala koncentrationen av intern kontroll.
Om man anvénder en annan koncentration &n vad som rekommenderas kan det resultera i

felaktiga resultat. Vid berékning av den korrekta mangden intern kontroll som ska anvéandas,
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ta hansyn till provets startvolym och elueringsvolymen. Kom ihag att QlAamp DSP Virus Kit

anvander en startprovvolym p& 500 pl.

For att bereda bérarRNA-6sningen, fillsatt 310 pl elueringsbuffert (AVE) till réret som
innehaller 310 pg frystorkat barar-RNA fér att erhélla en 1sning med 1 pg/pl. Lés upp barar-
RNA noggrant, dela I8sningen i lagom stora alikvoter och férvara vid =20 °C. Frys/tina inte

alikvoter av barar-RNA mer én 2 génger.

Observera att det inte gér att 16sa upp barar-RNA i lyseringsbuffert (AL). Det méste forst 18sas
upp i elueringsbufferten (AVE), och darefter tillséttas till lyseringsbufferten (AL). Se till att barar-
RNA har uppldsts helt i den korrekta volymen av elueringsbuffert (AVE) innan du blandar det
med lyseringsbufferten (AL).

@ Anvénd alltid rétt intern kontroll fér nedstrémsanalysen. Se tillverkarens instruktioner for

ytterligare information.

Berékna den blandningsvolym lyseringsbuffert (AL)/bdrar-RNA som behévs per provsats
genom att vélja antalet prover som ska bearbetas samtidigt i Tabell 4. Volymerna beraknas

med hjalp av féljande provberdkning:
nx0,55ml=yml
ymlx 11,2 pl/ml =z pl

dér: n = antalet prover som ska bearbetas samtidigt

y = berdknad volym av lyseringsbuffert (AL)

z = den volym bdararrRNA/elueringsbuffert (AVE) som ska tillsattas Hill
lyseringsbufferten (AL)
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Tabell 4.-Volymer av lyseringsbuffert (AL) och bérar-RNA/elueringsbuffert (AVE) som krévs for QlAamp DSP Virus-
procedur

Vol.
bérar-
Antal RNA/AVE
prover Vol. AL (ml) Vol. bérar-RNA/AVE (pl) Antal prover Vol. AL (ml) (pl)
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 9,90 110,92
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

Bereda tvattbuffert 1 (AW1)

Mat upp 25 ml etanol (?6-100 %) med en matcylinder och tillsatt det i flaskan som innehéller
19 ml koncentrat av tvéttbuffert 1 (AW 1). Férvara den rekonstituerade tvéttbufferten 1 (AW 1)
i rumstemperatur (15-25 °C).

@ Blanda alltid den rekonstituerade tvattbufferten 1 (AW 1) genom att vanda flaskan flera

génger innan du startar proceduren.
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Bereda tvattbuffert 2 (AW?2)

Mat upp 30 ml etanol (?6-100 %) med en matcylinder och tillsatt det i flaskan som innehéller
13 ml koncentrat av tvéttbuffert 2 (AW2). Férvara den rekonstituerade tvéttbufferten 2 (AW2)
i rumstemperatur (15-25 °C).

@ Blanda alltid den rekonstituerade tvéattbufferten 2 (AW2) genom att vanda flaskan flera

génger innan du startar proceduren.

Bereda elueringsbuffert (AVE)

Fyra rér med elueringsbuffert (AVE) ingér i kitet. Var férsiktig s& att du inte kontaminerar
bufferten med RNaser. Om du utfér 4 reningsprocedurer eller mindre med ett enstaka kit,
rekommenderar vi att du kasserar réret med elueringsbuffert (AVE) vid varje procedurs

slutférande.
Eluering av virala nukleinsyror

For nedstrémstillémpningar som krdver smé startvolymer (t.ex. vissa PCR- och RT-PCR-analyser),
kan anvéndning av virala nukleinsyror eluerade i 20 pl elueringsbuffert (AVE) cka analysens

kanslighet.

Volymen av virala nukleinsyror som elueras frén en QlAamp MinElute-kolonn kan vara upp fill
5 pl mindre &n volymen av elueringsbuffert (AVE) som tillsatts kolonnen. Exempelvis leder
eluering av virala nukleinsyror med 60 pl elueringsbuffert (AVE) till ett eluat pé& uppskattningsvis

55 pl, medan eluering med 20 pl resulterar i eft eluat pé 15 pl.

Utbytesvolymen av eluatet beror p& provets natur. Om den erhéllna eluatvolymen &r fér l&g

for nedstromsanalysen, 6ka volymen genom att tillsétta mer elueringsbuffert (AVE).
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Eluerade virala nukleinsyror samlas in i elueringsrér (ET). Om du férvarar de virala

nukleinsyrorna i upp till 24 timmar, rekommenderar vi férvaring vid 2-8 °C.
De virala nukleinsyrornas utbyte och kvalitet
Utbytet av och kvaliteten p& de isolerade virala nukleinsyrorna ér lampligt for alla typer av

efterfolijande detektionsmetoder i molekylar diagnostik. Diagnostiska analyser bor utféras i

enlighet med tillverkarnas anvisningar.
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Montera vakuumsystemet QlAvac 24 Plus

Se till att du monterar kolonnférléngaren (EXT), QlAamp MinElute-kolonnen, VacConnector
(VC) och VacValve korrekt (se Figur 3).

Gﬂ

n
(a=gdd

Figur 3. Montering av komponenterna i QlAamp DSP Virus Kit for vakuumbearbetning av prov:

1: VacValve (tillhandahélls med vakuumsystemet) 3: QlAamp MinElute-kolonn

2: VacConnector (VC) 4: Kolonnférléngare (EXT)

Vi rekommenderar etikettering av lyseringsréren (LT), elueringsréren (ET) och QlAamp
MinElute-kolonnerna fér anvéndning p& QlAvac 24 Plus-vakuumsystemet, i enlighet med
schemat i Figur 4, fér att undvika att proverna blandas ihop. Detta schema kan fotokopieras

och mérkas med provnamn.

24 Handbok till QlAamp DSP Virus Kit  08/2018



Datum:

Operator:

Kor-ID:

Handbok till QlAamp DSP Virus Kit

08/2018

25



[ 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

Figur 4. Markningsschema for Lysis Tubes (LT), Elution Tubes (ET) och QlIAamp MinElute-kolonner fér anvéndning med
vakuumsystemet QlAvac 24 Plus.
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Protokoll: Isolering och rening av virala
nukleinsyror fran plasma eller serum

For isolering och rening av virala nukleinsyror fran 500 pl av EDTA- eller citratbehandlad

plasma och serum.

Saker som bér géras fore start

® L&t proven f& rumstemperatur (15-25 °C) och se till att de &r vél blandade.

o Tillsatt barar-RNA rekonstituterat i elueringsbuffert (AVE) eller intern kontroll till

lyseringsbuffert (AL) i enlighet med anvisningarna pé& sidan 19.

o Setill aft tvattbuffert 1 (AW1), tvattbuffert 2 (AW2) och QIAGEN-proteas (QP) har

forberetts i enlighet med anvisningarna i “Viktiga anmérkningar” pé& sidan 17.

® Lat elueringsbuffert (AVE) f& rumstemperatur (15-25 °C) fér anvéndning i steg 18. Om

det ar méjligt, anvand ny elueringsbuffert (AVE) for varje procedur (4 rér medfélier).
e Stdll in ett varmeblock p& 56 °C fér anvéndning i steg 4 och 17.

® Forin en VacConnector (VC) i varje lueradapter i vakuumsystemet f6r att undvika

korskontamination.
o Se till att avfallsflaskan fér vakuumsystemet &r tom och att alla anslutningar &r korrekta.

® Se den medfdljande handboken fér information om vakuumsystemets funktion, s@rskilt

underhall.

Utfdrande

1. Pipettera 75 pl QIAGEN-proteas (QP) i ett lyseringsrér (LT).

@ Kontrollera utgangsdatumet fér det rekonstituerade proteaset innan anvéndning.

2. Tillsatt 500 pl plasma eller serum till lyseringsréret (LT).
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. Tillsatt 500 pl lyseringsbuffert (AL) (innehallande 11,2 pg/ml barar-RNA) till

lyseringsroret (LT), stéing locket och blanda med puls-vortexblandning i 15 sekunder.

Det &r viktigt aft prov och lyseringsbuffert (AL) blandas noggrant fér att garantera effektiv

lysering och ge en homogen [3sning.

@ Lyseringsbuffert (AL) innehdller intern kontroll. Se till att korrekt volym av
lyseringsbuffert (AL) tillsctts genom forsiktig pipettering eller genom anvéndning av en
ladmplig pipett som Eppendorfs flerstegspipett eller motsvarande eftersom lyseringsbuffert
(AL) har hég viskositet.

@ Tillsétt inte QIAGEN-proteas (QP) direkt i lyseringsbufferten (AL).
. Inkubera i 56 °C (x1 °C) i 15 minuter (+1 minut).

. Centrifugera lyseringsroret (LT) i >5 sekunder med maximal hastighet for aft avlégsna

droppar fran insidan av locket.

6. @Byt handskar och 8ppna lyseringsréret (LT) férsiktigt.
. Tillsatt 600 pl etanol (26-100 %) till lyseringsroret (LT), stang locket och blanda noggrant

med puls-vortexblandning i >15 sekunder. Inkubera i 5 minuter (+ 1 minut) i

rumstemperatur (15-25 °C).

. Centrifugera lyseringsroret (LT) i >5 sekunder med maximal hastighet fér aft avlégsna

droppar frén insidan av locket.

. Fér in QlAamp MinElute-kolonnen i VacConnector (VC) p& vakuumsystemet (se Figur 3,

sidan 24). For in en kolonnférléngare (EXT) i den 6ppna QlAamp MinElute-kolonnen.
@ Behall tvattroret (WT) for torrsnurrningen i steg 16.

]O.@ Byt handskar och 8ppna endast ett rér &t géngen.

11.Applicera hela lysatet fran steg 7 forsiktigt pa kolonnférlangaren (EXT) av QlAamp

MinElute-kolonnen utan att bléta ned kanten. Undvik att vidrora QlAamp MinElute-

kolonnmembranet med pipettspetsen.
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12.S4tt igang vakuumpumpen. Efter att lysatet har transporterats igenom QlAamp MinElute-
kolonnen ska ventilen p& vakuumsystemet dppnas fér att bryta vakuumet.
Om flera QlAamp MinElute-kolonner bearbetas pd samma géng rekommenderas att
VacValve for varje kolonn stéings efter att lysatet har passerat fér att minska tiden for

detta vakuumsteg.

@ Om lysatet inte har passerat genom membranet helt efter 15 minuter, kassera
QlAamp MinElute-kolonnen och upprepa proceduren med ett nytt prov.

@ Vakuumsystemets ventil bér anvandas fér snabb uti@mning av vakuumtrycket.
13.Applicera 600 pl tvattbuffert 1 (AW 1) till QlAamp MinElute-kolonnen. Ta férsiktigt bort
och kassera kolonnférléngaren (EXT) och sténg ventilen p& vakuumsystemet. Efter att

tvattbuffert 1 (AW1) har transporterats igenom QlAamp MinElute-kolonnen ska ventilen

p& vakuumsystemet dppnas fér att bryta vakuumet.

@ For att undvika korskontaminering, se till att de borttagna kolonnférlangarna (EXT)
inte passerar dver angrdnsande QlAamp MinElute-kolonner.

14.Applicera 750 pl tvattbuffert 2 (AW?2) till QlAamp MinElute-kolonnen utan att bldta ned
kanten. Undvik att vidréra QlAamp MinElute-kolonnmembranet med pipettspetsen. Lat
kolonnens lock vara &ppet och stang ventilen p& vakuumsystemet. Efter att tvattbuffert 2
(AW?2) har transporterats igenom QlAamp MinElute-kolonnen ska ventilen pa
vakuumsystemet dppnas fér att bryta vakuumet.

15.Applicera 750 pl etanol (96-100 %) till QlAamp MinElute-kolonnen utan att bléta ned
kanten. Undvik att vidréra QlAamp MinElute-kolonnmembranet med pipettspetsen. L&t
kolonnens lock vara éppet och sténg ventilen p& vakuumsystemet. Efter att etanolen har
transporterats igenom QlAamp MinElute-kolonnen, ska ventilen p& vakuumsystemet

Sppnas for att bryta vakuumet.

@ Anvénd pipettspetsar med aerosolbarriér fér att applicera etanol till QlAamp

MinElute-kolonnen.
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16.5Stang locket p& QlAamp MinElute-kolonnen, ta bort den fran vakuumsystemet och
kassera VacConnector (VC). Placera QlAamp MinElute-kolonnen i ett tvatiréret (WT) som
sparats frén steg 9 och centrifugera med maximal hastighet (cirka 20 000 x g eller 14
000 varv/min.) i 1 minut for att fullstéindigt torka membranet. Kassera tvéttroret (WT)

som innehdller filtratet.

@ Uteslutning av torrcentrifugeringen kan leda till inhibering av efterféljande analys.

17 .Placera QlAamp MinElute-kolonnen i et nytt tvattrdr (WT), och inkubera med locket

Sppet i 56 °C i 3 minuter for att f& eventuell kvarvarande vétska att avdunsta.

18.Placera QlAamp MinElute-kolonnen i ett rent elueringsror (ET) och kassera tvattroret
(WT). Oppna forsiktigt locket p& QlAamp MinElute-kolonnen och tillsatt 20 pl eller 60 pl
elueringsbuffert (AVE) (beroende p& nedstrémsanalysen) mitt pd membranet. Sténg locket
och inkubera i rumstemperatur (15-25 °C) i 23 minuter. Centrifugera vid maximal
hastighet (cirka 20 000 x g eller 14 000 varv/min.) i 1 minut fér att eluera de virala

nukleinsyrorna.

@ F&lj underhdllsproceduren fér vakuumsystemet nér protokollet har utférts (se

handboken som medfélier vakuumsystemet fér mer information).
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Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
QIAGEN-kithandbok eller -bruksanvisning. Handbdcker och bruksanvisningar till QIAGEN Kit

finns p& www.qiagen.com eller kan bestallas frén QIAGENS tekniska support eller din lokala

aterforséljare.

Revisionshistorik

Dokumentrevisioner

R3 Lade till fsrtydligande fotnot om vakuumpump-kat.nr, se sidan 16.
08/2018 Uppdaterade varningar och férsiktighetsétgérder.
Uppdaterade handbokens format.
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Den hér sidan har avsikiligt Iimnats tom
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Den hdr sidan har avsikiligt Iimnats tom
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Den hdr sidan har avsikiligt Iimnats tom
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Begréinsat licensavtal fér QIAamp DSP Virus Kit

Anvéndning av den hér produkten innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkénner fljande villkor:

1.

oA 0N

Produkten fér endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och den har handboken och far endast anvéindas med komponenterna som
ingdr i kitet. QIAGEN ger ingen licens fér négon av sina immateriella tillgangar fér att anvéinda eller inkludera komponenterna i detta kit med komponenter som
inte ingdr i detta kit fdrutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns pa
www.giagen.com. Vissa av de har ytterligare protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fsr andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte
testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker tredje parts réttigheter.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN infe garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte krénker oberoende tredje parts réttigheter.
Kitet och dess komponenter ér licensierade fér engéngsbruk och fér inte éteranvéindas, forbétiras eller séljas vidare.
QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underfdrstédda, forutom de uttryckligen angivna.

Ink&paren och anvéndaren av detta kit samtycker till att inte vidta eller tilldta att négon annan vidtar nagra steg som kan leda fill eller underlétta ndgra dtgérder
som &r férbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphévande av detta begréinsade licensavtal i domstol och ska erséttas fér alla undersdknings- och

réittegdn der, inklusive advokatk der, vid eventuell atgérd fér att upprétthdlla detta begrénsade licensavtal eller ndgon av féretagets immateriella
réittigheter avseende kitet och/eller négon av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.qiagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, QIAamp®, artus®, MinElute® (QIAGEN-gruppen); AMPLICOR HBY MONITOR®, AMPLICOR HCV MONITOR®, AMPLICOR HIV-1
MONITOR®, cobas®, TagMan® (Roche-gruppen); RealA™ (artus GmbH); Eppendorf® (Eppendorf AG). Registrerade namn, varumérken osv. som anvénds i det hér
dokumentet ska inte anses som oskyddade enligt lag &ven om de inte uttryckligen anges som skyddade.

1114514 08/2018 HB-0109-003 © 2018 QIAGEN, med ensamrdtt.
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