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Zamyslané pouzitie
Suprava QIAamp® DSP Virus Kit je uréena na manualnu izolaciu a purifikaciu virusovych
nukleovych kyselin zo vzoriek ludskej plazmy alebo séra.
Suprava QlAamp DSP Virus Kit vyuziva technolégiu membrany z oxidu kremicitého
(technoldgiu QlAamp) na izolaciu a purifikaciu virusovych nukleovych kyselin zo vzoriek

[udskej plazmy alebo séra.

Tento produkt je ur€eny na diagnostické pouzitie in-vitro a pouzitie profesionalnymi
pouzivatefmi, ako su technici a lekari vySkoleni v technikach molekularnej bioldgie.

Zamyslany pouzivatel

Produkt je uréeny na pouzitie profesionalnymi pouzivatelmi, ako su technici a lekari
vyskoleni v technikach molekularnej biologie.
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Popis a princip

Postup QlAamp DSP Virus pozostava zo 4 krokov (lyza, viazanie, premytie a ellcia)
avykonava sa pomocou kolon QlAamp MinElute®, vakuového potrubia a Standardnej
mikrocentrifdgy. Postup je navrhnuty tak, aby sa minimalizovala moznost kriZzove;j
kontaminacii medzi vzorkami a aby sa umoznila bezpetna manipulacia s potencialne
infekénymi vzorkami. Jednoduchy postup QlAamp DSP Virus je vhodny na sucasné
spracovanie viacerych vzoriek. Supravu QlAamp DSP Virus Kit je mozné pouzit' na izolaciu
virusovej RNA a DNA zo Sirokej Skdly RNA aDNA virusov. AvSak vykonnostné

charakteristiky pre vSetky druhy virusov neboli stanovené a pouzivatel ich musi overit.

Lyza s protedazou QIAGEN Protease (QP)

Vzorky sa lyzuju za denaturaénych podmienok pri zvySenych teplotach. Lyza sa vykonava
v pritomnosti protedzy QIAGEN Protease (QP) alyzaéného pufra (AL), ktoré spolo¢ne

zabezpeduju inaktivaciu RNaz.
Adsorpcia na membranu QlAamp MinElute

Podmienky viazania sa upravia pridanim etanolu, aby sa umoznilo optimalne viazanie
virusovej RNA a DNA na membranu. Lyzaty sa potom prenasaju na koléonu QlAamp
MinElute a virusové nukleové kyseliny sa adsorbuji na membranu z gélu oxidu kremicitého,
ked sa lyzat cez fiu taha tlakom vakua. Podmienky tykajuce sa soli a pH zabezpeduju, ze
sa na membrane QlAamp MinElute nezachytia bielkoviny a iné kontaminanty, ktoré mézu
inhibovat PCR a dalSie nasledné enzymatické reakcie.

Odstranenie zvySkovych kontaminantov

Nukleové kyseliny zostavaju naviazané na membranu, zatial o kontaminanty sa ucinne

odplavia pocas 3 premyvacich krokov.
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Elucia virusovych nukleovych kyselin

V jednom kroku sa velmi Cista virusova RNA a DNA eluuje z membrany kolony QlAamp
MinElute v eluénom pufri (AVE) ekvilibrovanom na izbovu teplotu. Kolony QlAamp MinElute
umoznuju eluéné objemy 20 ul alebo 60 ul. Pre nasledné aplikacie, ktoré vyzaduju malé
pociato¢né objemy (napr. niektoré testy PCR a RT-PCR), méze pouzitie virusovych

nukleovych kyselin eluovanych v 20 ul eluéného pufra (AVE) zvysSit citlivost testu.

Pre nasledné aplikacie, ktoré vyzaduju vacsi pociatocny objem, je mozné zvysit eluny objem az

na 60 pl. ZvySenie elu¢ného objemu v3ak znizi koncentraciu nukleovych kyselin v eluate.

Vzhladom na zvy$ny eluény pufer zadrzany membranou centrifugacénej kolony po
centrifugacii méze byt objem ziskaného eluatu nizsi ako objem elu¢ného pufra aplikovaného
na kolénu. Okrem toho objem regenerovaného eluatu zavisi od povahy vzorky.

Eluované virusové nukleové kyseliny sa zhromazduju v eluénych skimavkach (ET) a mézu
sa skladovat' pri teplote 2 -8 °C az 24 hodin. Pri dlhodobom skladovani dlh§om ako

24 hodin, odporu¢ame skladovanie purifikovanych nukleovych kyselin pri teplote -20 °C.

Poznamka: Stabilita eluatu vo velkej miere zavisi od roznych faktorov a suvisi s konkrétnou
naslednou aplikaciou. Bola vyhodnotena pre supravu QlAamp DSP Virus Kit v spojeni
s prikladnymi naslednymi aplikaciami. Pouzivatel je zodpovedny za to, aby si preStudoval
navod na pouzitie konkrétnej naslednej aplikacie, ktora sa pouziva v jeho laboratériu a/alebo
overil cely pracovny postup s ciefom stanovit vhodné podmienky skladovania.

Vytazok a kvalita virusovych nukleovych kyselin

Vytazky virusovej nukleovej kyseliny izolovanej z biologickych vzoriek su $tandardne nizsie
ako 1 pg. Na stanovenie vytazkov sa odporucaju metédy kvantitativnej amplifikacie. Pri
kvantifikacii nukleovych kyselin izolovanych pomocou protokolu QlAamp DSP Virus

pamatajte na to, ze vo vzorke bude podstatne viac nosnej RNA ako virusovej RNA.
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Nosna RNA sluzi na dva ucely: Po prvé, zvySuje vazbu virusovych nukleovych kyselin na
membranu QlAamp, najma ak je vo vzorke velmi malo ciefovych molekul. Po druhé, pridanie
velkého mnozstva nosnej RNA znizuje riziko degradacie virusovej RNA v zriedkavych
pripadoch, ked molekuly RNazy uniknu z denaturacie chaotropnymi solami a detergentom
v lyzaénom pufri (AL). Ak sa nosna RNA neprida do lyzacného pufra (AL), mdze to viest

k znizeniu vytazku virusovej RNA alebo DNA.

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

Uginnost réznych amplifikaénych systémov sa i§i v zavislosti od celkového mnoZstva
nukleovych kyselin pritomnych v reakcii. Eluaty z tejto supravy obsahuju virusové nukleové
kyseliny aj nosnud RNA, pricom mnoZstvo nosnej RNA vyrazne prevySuje mnozstvo
virusovych nukleovych kyselin. Vypocty mnozstva eluatu, ktoré sa ma pridat k naslednym
amplifikaciam, by preto mali zohladfiovat mnozstvo pridanej nosnej RNA. Na ziskanie
najvyssich moznych urovni citlivosti v amplifikaénych reakciach bude mozZno potrebné

upravit mnozstvo nosnej RNA pridanej do lyzaéného pufra (AL).
Doplnenie internych kontrolnych roztokov

Pouzivanie protokolu QlAamp DSP Virus v kombinacii s komeréne dostupnymi
amplifikaénymi systémami si méze vyzadovat zavedenie internej kontroly do purifikaného
postupu. Interna kontrolna RNA alebo DNA by sa mala pridat do lyza¢ného pufra spolu
s nosnou RNA. Pre optimalnu u¢innost Cistenia by molekuly internej kontroly mali byt dihSie
ako 200 nukleotidov, pretoze neddjde k ucinnej regeneracii mensich molekul.

Na stanovenie optimalnej koncentracie si pozrite pokyny vyrobcu. Pouzitie inej ako

odporucanej koncentracie méze znizit u€innost amplifikacie.
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Postup QlAamp DSP Virus

Vzorka Pred zacatim si pozorne precitajte protokol (strana 29).
Do LT pridajte 75 pl QP, 500 pl vzorku a 500 pl AL.

Virivo miesajte 15 sekund.

Inkubujte 15 minuty pri 56 °C.

Pridajte 600 pl etanolu.

ik Virivo miesajte 15 sekdnd.
Inkubujte 5 min pri izbovej teplote (15 — 25 °C).
Viazanie Preneste lyzat do kolény QlAamp MinElute s pripojenym EXT.

bt i

Vékhum
v
Premyte Pridajte 600 pl rekonstituovaného AW1.
(AW1)
Pred aplikéciou Odstrante EXT.
vakua
odstrante EXT
1
Vakuu
v
Premyte Pridajte 750 pl rekonstituovaného AW2.
(AW2)
Vék.uum
v
Premyte Pridajte 750 pl etanolu.
(etanol)
Vakuum
M ) Umiestnite kolonu QIAamp MinElute do WT.
? Suché Odstreduite 1 minatu pri 14 000 ot./min.
odstred'ovanie Umiestnite kolénu QIAamp MinElute do WT.

Elucia

Cisté virusové nukleové kyseliny

Inkubujte 3 minaty pri 56 °C.

Umiestnite kolonu QlAamp MinElute do ET.
Pridajte 20 pl alebo 60 pl AVE.

Inkubujte 3 minuty pri izbovej teplote.
Odstredujte 1 minuatu pri 14 000 ot./min.
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Suhrn a vysvetlenie

Suprava QlAamp DSP Virus Kit pouziva osvedCenu technolégiu na sucasnu izolaciu
a purifikaciu virusovej DNA a RNA. Postup QlAamp DSP Virus kombinuje selektivne
vazobné vlastnosti membrany na baze oxidu kremicitého s minimalnymi elu¢nymi objemami
20 pul alebo 60 pl.

Postup je vhodny na pouzitie s plazmou alebo sérom; oboje mdze obsahovat citrat alebo
EDTA. Vzorky mozu byt Cerstvé, lyofilizované alebo zmrazené, pokial neboli zmrazené

a rozmrazené viac nez raz.

Pri vakuovom postupe sa na protokol vyzaduje vakuové potrubie (napr. QlAvac 24 Plus
s pripajacim systémom QIAvac Connecting System) a vakuové ¢erpadlo schopné vytvorit
vakuum ~800 — 900 mbar (napr. vakuové Cerpadlo QIAGEN® Vacuum Pump). Na
jednoduché monitorovanie vakuového tlaku a pohodiné uvolfiovanie vakua by sa mal
pouzivat vakuovy regulator Vacuum Regulator (sucast pripajacieho systému QIAvac
Connecting System).

Postup je mozné pouzit na izolaciu virusovej RNA a DNA zo Sirokej Skaly RNA a DNA
virusov. Postup je navrhnuty tak, aby sa zabranilo krizovej kontaminacii medzi vzorkami
a aby sa umoznila bezpena manipulacia s potencialne infek&nymi vzorkami. Postup je
velmi vhodny na su€asné spracovanie viacerych vzoriek. Virusové nukleové kyseliny sa
eluuju v eluénom pufri (AVE), su pripravené na pouzitie pri amplifikaénych reakciach alebo

sa skladuju pri teplote -20 °C na neskorsie pouZitie.
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Dodavané materialy

Obsah supravy

QlAamp DSP Virus

Katalégové €. 60704
Pocet priprav 50
QlAamp MinElute® QlAamp MinElute Columns with 50

Wash Tubes (kolony QlAamp
MinElute s premyvacimi
skuamavkami) (WT) (2 ml)

EXT Column Extenders (Nadstavce EXT 50
kolén) (3 ml)

ET Elution Tubes (Eluéné skiimavky) m TURE 50
(1,5 ml)

VC VacConnectors 50

LT Lysis Tubes (Lyzacné skamavky) [ 1ys | TUBE | 50
(2 ml)

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

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

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

AW2 Wash Buffer 2 (AW2)" (Premyvaci [ WASH [ BUF J2[CON]| 13 ml
pufer 2 (AW2)) (koncentrat)

AVE Elution Buffer! (Eluény pufer) m 4 x2ml
(purpurové viecka)

PS Protease Solvent! (Rozpustadlio QPROT 4.4 ml
proteazy)

Carrier Carrier RNA (Nosna RNA) m 310

(Cervené viecka)

QP QIAGEN?® Protease* (Proteaza) QPROT 1 liekovka

- Navod na pouzitie (Prirucka) [E 1

Obsahuje hydrochlorid guanidinu. Nekompatibilné s dezinfekénymi prostriedkami obsahujucimi bielidlo.
Na strane 13 najdete bezpe€nostné informacie.

T Obsahuje azid sodny ako konzerva¢nu latku

* Objem resuspenzie 4,4 ml

*
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Sucasti supravy

Hlavné komponenty supravy, ktoré obsahuju ucinné latky, su vysvetlené nizsie.

Reagencia Uginné latky

Koncentracia (w/w) (%)

Protedza QIAGEN Protease (QP) Subtilizin

AL Hydrochlorid guanidinu
Kyselina maleinova

AW! Hydrochlorid guanidinu
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Doplnkové reagencie

e FEtanol (96 — 100 %)*

Spotrebny material

® Pipetyt a pipetové hroty (aby sa zabranilo krizovej kontaminacii, dérazne odporu¢ame
pouzivanie pipetovych hrotov s aerosolovymi bariérami)

® Jednorazové rukavice

Zariadenie

Ohrievacie telesot na lyzu vzoriek pri teplote 56 °C pre testovacie mikroskimavky
s objemom 2,0 ml

Mikrocentrifugat

Odmerny valec (50 ml)

Vortex

Vakuovy systém QlAvac 24 Plus (kat. €. 19413) alebo ekvivalentnyt

* Nepouzivajte denaturovany alkohol, ktory obsahuje dalSie latky, ako je metanol alebo metylketon.
tPred pouzitim zabezpecte, aby sa pristroje skontrolovali a nakalibrovali podla odporiéani vyrobcu.
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Varovania a preventivne opatrenia

Vezmite na vedomie, Ze mdzete byt poZiadani, aby ste si nadtudovali miestne nariadenia
pre nahlasovanie vaznych incidentov, ktoré vznikli v suvislosti s pomdckou. vyrobcovi
al/alebo jeho opravnenému zastupcovi aregulaénému organu, ku ktorému pouzivatel
alalebo pacient prinalezi.

Na diagnostické pouzitie in vitro.
Pred pouzitim supravy si dékladne precitajte vSetky pokyny.

Bezpecénostné informacie

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Dalsie informacie najdete v prislusnych kartach bezpe&nostnych
udajov (KBU). Tieto materialy su k dispozicii online v praktickom a kompaktnom formate
PDF na adrese www.qiagen.com/safety. Na tejto adrese mdzZete vyhladat, zobrazit

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

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

® Lyzacny pufer (AL) a premyvaci pufer 1 (AW1) obsahuju hydrochlorid guanidinu, ktory
mbze v kombinacii s bielidlom vytvarat vysoko reaktivne zlu¢eniny. Ak déjde k rozliatiu
kvapaliny obsahujucej tieto pufre, vycistite ju vhodnym laboratérnym cistiacim
prostriedkom a vodou. Ak rozliata kvapalina obsahuje potencialne infekéné &inidla,
vycistite postihnuté miesto najskér laboratérnym istiacim prostriedkom a vodou
a potom 1% (v/v) chlérnanom sodnym.
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® Ak su flaSe s pufrom poskodené alebo netesnia, pri likvidacii flias pouzivajte rukavice
a ochranné okuliare, aby ste predisli poraneniu seba alebo inych oséb.

® Spolo¢nost QIAGEN netestovala kvapalny odpad generovany postupom QlAamp DSP
Virus na zvy$kové infekéné materialy. Pri praci s tymto vyrobkom sa preto musia
dodrziavat’ vSeobecné preventivne opatrenia (rukavice, laboratérne plaste a ochrana
oci) pre zaobchadzanie s potencialne infekénym materialom z fudského zdroja. Tekuty
odpad musi byt povazovany za infekény a manipulacia s nim a jeho likvidacia musi
prebiehat’ v sulade s miestnymi bezpecnostnymi predpismi.

® \/zorky su potencialne infekéné. Odpad vzoriek a testov likvidujte podfa miestnych

bezpecnostnych postupov.

Nudzové informacie

CHEMTREC
USA a Kanada 1-800-424-9300
Mimo USA a Kanada +1-703-527-3887
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Preventivne opatrenia

Na sucasti supravy QlAamp DSP Virus Kit sa vztahuju nasledujice bezpecnostné

vyhlasenia a preventivne opatrenia.

Lysis Buffer (AL)

&

Obsahuje: hydrochlorid guanidinu; kyselina maleinova. Varovanie!
Mbéze byt Skodlivé po poziti alebo vdychnuti. Spésobuje podrazdenie
pokozky. Méze vyvolat alergickd koznu reakciu. Spdsobuje zavazné
podrazdenie o&i. Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvare. Ak sa necitite dobre, volajte NARODNE
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara. Ak sa
prejavi podrazdenie pokozky alebo sa vytvoria vyrazky: vyhladajte
lekarsku pomoc/starostlivost. Kontaminovany odev vyzle¢te a pred
dalSim pouzitim vyperte. Obsah/obal zlikvidujte v schvalenom
zariadeni na zber a likvidaciu odpadov.

Wash Buffer 1 (AW1)

&

Obsahuje: hydrochlorid guanidinu. Varovanie! Skodlivé po poZiti alebo
vdychnuti. Spodsobuje podrazdenie pokozky. Spdsobuje zavazné
podrazdenie o€i. Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvare. Kontaminovany odev vyzlecte a pred dalSim
pouzitim vyperte. Obsah/obal zlikvidujte v schvalenom zariadeni na
zber a likvidaciu odpadov.

QIAGEN Protease (QP)

SO

Obsahuije: subtilizin. Nebezpe&enstvo! Skodlivy po poZiti. Spésobuje
podrazdenie pokozky. SpOsobuje zavazné poskodenie o&i. Pri
vdychnuti méze vyvolat’ alergiu alebo priznaky astmy alebo dychacie
tazkosti. M6ze spdsobit podrazdenie dychacich ciest. Vyhnite sa
vdychovaniu prachu/dymu/plynu/oparu/par/aerosolov. Noste ochranné
rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare. Pouzivajte
respiradnt ochranu. PO ZASIAHNUTI OCI: Opatrne niekolko minat
oplachujte vodou. Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné,
odstrante ich. Pokracujte vo vyplachovani. PO expozicii alebo
podozreni z nej: Okamzite volajte NARODNE TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE CENTRUM alebo lekara. Premiestnite osobu na
Cerstvy vzduch a nechajte ju pohodine dychat.

Navod na pouzitie (Priru¢ka) supravy QlAamp DSP Virus Kit 06/2022 15



Likvidacia

Odpad obsahuje vzorky a reagencie. Tento odpad mbze obsahovat toxické alebo infekéné
materialy a musi byt riadne zlikvidovany. Pri likvidacii postupujte v sulade s miestnymi
bezpe&nostnymi predpismi.

Dalsie informacie najdete v prislusnych kartach bezpeénostnych Gdajov (KBU). Tieto
materialy su k dispozicii online vo formate PDF na adrese www.giagen.com/safety, kde

mozete vyhladat, zobrazit a vytlagit KBU pre kazdu stpravu QIAGEN a jej stéasti.
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Skladovanie a manipulacia s reagenciami

Pozornost by sa mala venovat’ datumom exspiracie a podmienkam skladovania vytlatenym
na Skatuli a Stitkoch vSetkych komponentov. Nepouzivajte exspirované alebo nespravne

skladované komponenty.

Kolény QlAamp MinElute by sa mali po prichode skladovat pri teplote 2 — 8 °C. Pri spravnom
skladovani su kolony QlAamp MinElute stabilné az do datumu exspiracie uvedeného na

Skatuli supravy.

Poznamka: S cielom zabezpecit, aby sa komponenty z réznych stprav nezmiesali, oznacte

kolony QlAamp MinElute prisluSnym Cislom Sarze supravy.

VSetky pufre mozno skladovat pri izbovej teplote (15 —25°C) do datumu exspiracie

uvedeného na Skatuli supravy.

Lyofilizovana nosna RNA sa méze skladovat pri izbovej teplote do datumu exspiracie

uvedeného na Skatuli stpravy.

Lyofilizovana proteaza QIAGEN Protease (QP) sa mbéze skladovat pri izbovej teplote do
datumu exspiracie uvedeného na Skatuli.

Stabilita pri pouzivani

Nosna RNA modze byt rozpustena iba v eluénom pufri (AVE); rozpustena nosna RNA sa
musi okamzite pridat do lyza¢ného pufra (AL), ako je uvedené na strane 23. Tento roztok
sa musi pripravit Cerstvy a je stabilny pri teplote 2 — 8 °C po dobu az 48 hodin. Nepouzité
Casti nosnej RNA rozpustenej v eluénom pufri (AVE) sa musia zmrazit v alikvotnych
podieloch pri -20 °C.
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Pripravena proteaza QIAGEN Protease (QP) v rozpustadle protedzy (PS) je stabilna az
1 rok pri skladovani pri teplote 2 — 8 °C, ale iba do datumu exspiracie. Je potrebné vyhnut
sa dlhodobému skladovaniu zasobného roztoku proteazy QIAGEN Protease (QP) pri izbovej

teplote.
Rekonstituovany premyvaci pufer 1 (AW1) a rekonstituovany premyvaci pufer 2 (AW2) su

stabilné az 1 rok pri skladovani pri izbovej teplote, ale iba do datumu exspiracie uvedeného

na Skatuli supravy.
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Odber a skladovanie vzoriek a manipulacia
S nimi

Poznamka: Stabilita vzorky vo velkej miere zavisi od roznych faktorov a suvisi s konkrétnou
naslednou aplikaciou. Bola vyhodnotena v spojeni s prikladnymi naslednymi aplikaciami.
Pouzivatel je zodpovedny za to, aby si preStudoval navod na pouzitie konkrétnej naslednej
aplikacie, ktora sa pouziva v jeho laboratériu a/alebo overil cely pracovny postup s cielom
stanovit vhodné podmienky skladovania.

VSeobecné odporucania na odber, prepravu a skladovanie najdete v schvalenom usmerneni
CLSI MM13-A Odber, preprava, priprava a skladovanie vzoriek na molekularne metody.
Okrem toho sa pri priprave, skladovani, preprave vzoriek a vSeobecnej manipulacii s nimi

musia dodrziavat’ pokyny vyrobcu vybraného zariadenia na odber vzoriek.

Proces purifikacie je optimalizovany pre pouzitie so vzorkami ludskej plazmy a séra. Na
pripravu plazmy sa mdzu pouzit vzorky krvi upravované EDTA alebo citratom ako
antikoagulantom. Vzorky mézu byt Cerstvé alebo zmrazené, pokial neboli zmrazené
arozmrazené viac nez raz. Rozmrazené zmrazené vzorky mierne rozmieSajte, aby ste

zaistili dokladné premieSanie.

Po odbere a odstredeni sa mdze plazma alebo sérum skladovat pri teplote 2 -8 °C az
6 hodin. Pri dlhodobom skladovani sa odporu¢a zmrazenie na teplotu -80 °C az -20 °C
v alikvétach. Zmrazené vzorky plazmy alebo séra sa nesmu rozmrazit viac nez raz.
Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie vedie k denaturacii a zrazaniu bielkovin, ¢o ma
za nasledok redukciu virusovych titrov, atym zniZzené vytazky virusovych nukleovych
kyselin. Kryoprecipitaty vytvorené poCas zmrazovania a rozmrazovania navySe upchaju
membranu kolény QlAamp MinElute. Ak su kryoprecipitaty viditelné, mali by sa granulovat
odstredenim pri priblizne 6 800 x g po dobu 3 minut. Vycisteny supernatant by sa mal odsat’
a okamzite spracovat bez naruSenia granule. Okamzite spustite postup purifikacie.

Odstredovanie pri nizkych silach g neznizuje virusové titre.
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Poznamka: Podla prikladnych interferenénych Studii pre supravu QlAamp DSP Virus Kit
a v sulade s normou ISO 20186-2:2019(E) mdze heparin zo skumaviek na odber krvi
ovplyvnit Cistotu izolovanych nukleovych kyselin a pripadny prenos do eluatov moéze
v niektorych naslednych aplikaciach spdsobit inhibicie. Preto odpord¢ame pouzivat vzorky

krvi oSetrené EDTA alebo citratom ako antikoagulantom.
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Délezité poznamky
Délezité body pred zacatim Cinnosti

® Po prijati supravy skontrolujte, ¢i komponenty supravy nie su poSkodené. Ak su blistre
alebo flaSe s pufrom poskodené, kontaktujte technicky servis spolo€nosti QIAGEN
alebo miestneho distributora. V pripade rozliatia kvapaliny pozri ,Varovania
a preventivne opatrenia“ (strana 13). Nepouzivajte poSkodené komponenty supravy,
pretoze ich pouzitie moze viest k zhorSenému fungovaniu supravy.
Vzdy pouzivajte vybavenie bez RNazy.
Medzi prenosmi kvapaliny vzdy vymente Spicky pipety. Aby sa minimalizovalo riziko
krizovej kontaminacie, odpori¢ame pouzit’ pipetové hroty s aerosélovou bariérou.

e \zdy pouzivajte jednorazové rukavice a pravidelne kontrolujte, ¢i nie su kontaminované
materialom vzorky.

® Rukavice zlikvidujte, ak su kontaminované, a minimalne pri vSetkych krokoch

oznacenych symbolom rukavic.
Aby sa minimalizovalo riziko krizovej kontaminacie, otvarajte vzdy iba jednu skimavku.
Po vsetkych krokoch pulzného vortexovania mikrocentrifugaéné skiumavky chvifu
odstredujte, aby sa odstranili kvapky z vnutornej strany viecka.
VSetky kroky odstredovania sa uskuto€nuju pri izbovej teplote (15 — 25 °C).
Pouzivatel by mal zabezpecit, aby sa po€as celého postupu zachovala sledovatelnost
vzoriek.
® So supravou, ktoru prave pouzivate, nepouzivajte komponenty supravy z inych suprav,
ak nie su cisla Sarzi rovnaké.
Zabrante mikrobialnej kontaminacii reagencii stpravy.
Na minimalizaciu rizika infekcie z potencialne infekéného materialu odporu¢ame
pracovat v podmienkach laminarneho prudenia vzduchu az do ukoncenia lyzy vzoriek.
® Postup obsahuje pokyny na spracovanie jednej vzorky plazmy alebo séra. Na
vakuovom systéme QlAvac 24 Plus je vS§ak mozné sucasne spracovat az 24 vzoriek.
® Tuto supravu smie pouzivat iba personal vySkoleny v diagnostickej laboratérnej praxi in vitro.
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Manipulacia s kolénami QlAamp MinElute

Z dovodu citlivosti technoldgii amplifikacie nukleovych kyselin st pri manipulacii s koldonami
QlAamp MinElute potrebné nasledujice preventivne opatrenia, aby sa zabranilo krizovej
kontaminacii medzi pripravami vzoriek:

® Opatrne naneste vzorku alebo roztok na kolone QlAamp MinElute. Napipetujte vzorku
do kolény QlAamp MinElute bez navlhéenia okraja kolony.

® Medzi jednotlivymi prenosmi kvapaliny vzdy vymerite Spicky pipety. Odporuca sa
pouzitie pipetovych hrotov s aerosdélovou bariérou.
Nedotykajte sa membrany QlAamp MinElute pipetovym hrotom.
Naraz otvarajte iba jedna koléna QlAamp MinElute a dajte pozor, aby sa zabranilo
tvorbe aerosolov.

Priprava reagencii a pufrov

Priprava RNA

Pri priprave virusovej RNA pracujte rychlo po€as manualnych krokov postupu a pred

zacatim si precitajte €ast Priloha na strane 44.

Priprava protedazy QIAGEN Protease (QP)
Pridajte cely obsah liekovky obsahujucej 4,4 ml rozpustadla proteazy (PS) do liekovky
s lyofilizovanou protedzou QIAGEN Protease (QP) a opatrne premieSajte. Aby ste zabranili

peneniu, pri mieSani liekovku niekolkokrat prevratte. Skontrolujte, &i je proteaza QIAGEN
Protease (QP) uplne rozpustena.

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

* Obsahuje chaotropnu sol. Prijmite prislusné laboratérne bezpecnostné opatrenia a pri manipulacii pouzivajte rukavice.
Nekompatibilné s dezinfek&nymi prostriedkami obsahujucimi bielidlo. Na strane 14 najdete bezpecnostné informacie.
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Pridanie nosnej RNA a internej kontroly do lyzaéného pufra (AL)*

Pri pouziti supravy QlAamp DSP Virus Kit v kombinécii s diagnostickymi amplifikacnymi
systémami sa dérazne odporG&a pouzitie internej kontroly. DalSie informacie najdete
v pokynoch vyrobcov. Interna kontrola a rekonstituovana nosna RNA by sa mali pridat do
lyzacného pufra (AL) a jemne premiesat prevratenim skimavky 10-krat. Aby ste zabranili
peneniu, nemieSajte virivo. Ak pouzivate vnutornud kontrolu, primerane znizte objem

lyzaéného pufra (AL) (dalSie podrobnosti najdete v tabulke 1).

Na stanovenie optimalnej koncentracie internej kontroly si pozrite pokyny vyrobcu. Pouzitie
inej ako odporucanej koncentracie méze mat’ za nasledok nespravne vysledky. Pri vypocte
spravneho mnoZstva pouzitej internej kontroly berte do uvahy pociato€ny objem vzorky
a eluény objem. Pamatajte, ze suprava QlAamp DSP Virus Kit pouziva pociato€ny objem
vzorky 500 pl.

Na pripravu roztoku nosnej RNA pridajte 310 pl elu¢ného pufra (AVE) do skumavky
obsahujucej 310 ug lyofilizovanej nosnej RNA, aby ste ziskali roztok 1 pg/pl. Nosnd RNA
doékladne rozpustite, rozdelte ju na alikvoty vhodnej velkosti a uskladnite pri teplote -20 °C.
Alikvoty nosnej RNA nezmrazujte a nerozmrazujte viac ako 3-krat.

@ Nosna RNA sa nerozpusta v lyzaénom pufri (AL). Musi sa najskor rozpustit' v elu¢nom
pufri (AVE) a potom pridat do lyza¢ného pufra (AL). Pred zmieSanim s lyzacnym pufrom
(AL) sa uistite, ze je nosna RNA Uplne rozpustena v spravnom objeme elu¢ného pufra
(AVE).

Navod na pouzitie (Priru¢ka) supravy QlAamp DSP Virus Kit 06/2022 23



Vypocitajte objem zmesi lyzaéného pufra (AL)/nosnej RNA potrebny na SarZzu vzoriek
vyberom poctu vzoriek, ktoré sa maju sucasne spracovat, z tabulky 1. Objemy sa vypocitaju

pomocou tohto vzorového vypoctu:
nx0,55ml=yml
y mlx 11,2 yl/ml = z pl
kde: n = pocet vzoriek, ktoré sa maju spracovat sucasne

y = vypocitany objem lyza¢ného pufra (AL)

z = objem nosnej RNA/elu¢ného pufra (AVE), ktory sa ma pridat do lyzacného
pufra (AL)

Obratenim skumavky 10-krat jemne zamieSajte obsah. Aby ste zabranili peneniu,

nemiesajte virivo.
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Taburka 1. Objemy lyzaéného pufra (AL) a nosnej RNA/eluéného pufra (AVE) potrebné pre postup QlAamp
DSP Virus*

Obj. nosnej Obj. nosnej

Pocet vzoriek Obj. AL* (ml) RNAJ/AVE (pl) Pocet vzoriek Obj. AL* (ml) RNAJ/AVE (ul)
1 0,55 6,2 13 7,15 80,0

2 1,10 12,3 14 7,70 86,0

3 1,65 18,5 15 8,25 92,4

4 2,20 24,6 16 8,80 98,6

5 2,75 30,8 17 9,35 104,7

6 3,30 37,0 18 9,90 110,9

7 3,85 43,1 19 10,45 117,0

8 4,40 49,3 20 11,00 123,2

9 4,95 55,0 21 11,55 129,4

10 5,50 61,6 22 12,10 135,5

11 6,05 67,8 23 12,65 141,7

12 6,60 73,9 24 13,20 147,8

® Postup pripravy vzorky je optimalizovany na 5,6 ug nosnej RNA na vzorku. Ak sa preukazalo, Ze pre vas
amplifikacny systém je lepSie mensie mnozstvo nosnej RNA, preneste do skimaviek obsahujucich lyzaény

pufer AL iba potrebné mnozstvo rozpustenej nosnej RNA. Pre kazdy mikrogram nosnej RNA poZzadovany na

pripravu pridajte 5 pl nosnej RNA rozpustenej v pufri Buffer AVE na mililiter lyza¢ného pufra (AL). Pouzitie mens$ieho

mnozstva ako 5,6 pug nosnej RNA na vzorku sa musi validovat pre kazdy konkrétny typ vzorky a nasledny test.

* Ak pouzivate vnutornu kontrolu, primerane znizte objem lyza¢ného pufra (AL).

Navod na pouzitie (Priru¢ka) supravy QlAamp DSP Virus Kit 06/2022 25



Priprava premyvacieho pufra 1 (AW1)*

Pomocou odmerného valca pridajte 25 ml etanolu (96 — 100 %) do ffaSe obsahujucej 19 ml
koncentratu premyvacieho pufra 1 (AW1). Zaskrtnutim policka na stitku oznacte, Ze bol pridany
etanol. Rekonstituovany premyvaci pufer 1 (AW1) skladuijte pri izbovej teplote (15 — 25 °C).

@ Rekonstituovany premyvaci pufer 1 (AW1) vzdy premieSajte tak, ze flaSu pred za€atim

postupu niekolkokrat prevratite.

Priprava premyvacieho pufra 2 (AW2)t

Pomocou odmerného valca pridajte 30 ml etanolu (96 — 100 %) do flase obsahujucej 13 ml
koncentratu premyvacieho pufra 2 (AW2). Zaskrtnutim policka na Stitku oznacte, Ze bol
pridany etanol. Rekonstituovany premyvaci pufer 2 (AW2) skladujte pri izbovej teplote
(15-25°C).

@ Rekonstituovany premyvaci pufer 2 (AW2) vzdy premieSajte tak, ze flaSu pred za€atim

postupu niekolkokrat prevratite.

Priprava elu¢ného pufra (AVE)

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

konci kazdého postupu.

* Obsahuje chaotropnu sol. Prijmite prislusné laboratérne bezpecnostné opatrenia a pri manipulacii pouzivajte rukavice.
Nekompatibilné s dezinfekénymi prostriedkami obsahujtcimi bielidlo. Na strane 14 najdete bezpecnostné informacie.
T Obsahuje azid sodny ako konzervaénu latku.
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Nastavenie vakuového systému QlAvac 24 Plus

Dbajte na spravne nastavenie nadstavca kolony (EXT), kolony QlAamp MinElute,

VacConnector (VC) a VacValve (pozri obrazok 1).

Obrazok 1. Montaz komponentov supravy QlAamp DSP Virus Kit na vakuové spracovanie vzoriek:

1. VacValve (dodava sa s vakuovym systémom) 3. Koléna QlAamp MinElute

2. VacConnector (VC) 4. Nadstavec kolony (EXT)

Odporu€¢ame oznacit' lyzacné skumavky (LT), eluéné skumavky (ET) a kolény QlAamp
MinElute na pouzitie vo vakuovom systéme QIlAvac 24 Plus podla schémy na obrazku 2,
aby sa zabranilo zdmene vzoriek. Tento obrazok mézete kopirovat a oznacit nazvami
vzoriek.

Datum:

Operator:

ID spracovania:
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Obrazok 2. Schéma oznacovania pre lyzaéné skumavky (LT), eluéné skiumavky (ET) a kolény QlAamp
MinElute na pouzitie vo vakuovom systéme QlAvac 24 Plus.
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Protokol: 1zolacia a purifikacia virusovych
nukleovych kyselin z plazmy a séra

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

Veci, ktoré je potrebné vykonat pred zacatim

® \/ykonaijte ekvilibraciu vzoriek na izbovu teplotu (15 — 25 °C) a zabezpecte ich dobré
premiesanie.

e Uistite sa, Ze vSetky reagencie a kolény QlAamp MinElute (v uzavretych blistroch) su
ekvilibrované na izbovu teplotu.

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

o Uistite sa, Zze premyvaci pufer 1 (AW1), premyvaci pufer 2 (AW2) a proteaza QIAGEN
Protease (QP) boli pripravené podla pokynov v ¢asti Délezité body pred zacatim
¢innosti na strane 21.

Ak sa v lyzacnom pufri (AL) vytvorila zrazenina, rozpustite ju inkubaciou pri teplote 56 °C.
Pridajte nosni RNA rekonstituovanu v elu¢nom pufri (AVE) alebo internej kontrole do
lyzacného pufra (AL) podla pokynov na strane 23.

® Ak je to mozné, na kazdy postup pouzite Cerstvy eluény pufer (AVE) (k dispozicii su 4
skumavky).

® Aby ste minimalizovali krizovu kontaminaciu, vlozte do kazdého adaptéra Luer
vakuového systému VacConnector (VC).

® Postupy kontroly kvality v spolo€nosti QIAGEN vyuzivaju funkéné testovanie uvolnenia
supravy pre kazdu jednotlivi sériu supravy. Preto nemieSajte reagencie z réznych Sarzi
supravy a nekombinujte jednotlivé reagencie z réznych Sarzi supravy.

e Skontrolujte, ¢i je flaSa na odpad vakuového systému prazdna a &i su vSetky spojky
spravne pripojené.

® Podrobnosti o prevadzke vakuového systému, najma o udrzbe, najdete v prirucke
dodanej s nim.
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Postup

1.

30

Napipetujte 75 pl proteazy QIAGEN Protease (QP) do lyzacnej skimavky (LT).

@ Pred pouzitim skontrolujte datum exspiracie rekonstituovanej proteazy.

. Do lyza¢nej skumavky (LT) pridajte 500 ul plazmy alebo séra.
. Do lyza¢nej skimavky (LT) pridajte 500 pl lyzaéného pufra (AL) (ktory obsahuje

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

Na zaistenie ucinnej lyzy je nevyhnutné, aby vzorka a lyza¢ny pufer (AL) boli dékladne

zmieSané, aby vznikol homogénny roztok.

@ Lyzacny pufer (AL) obsahuje internu kontrolu. KedzZe lyza¢ny pufer (AL) ma vysoku

viskozitu, nezabudnite opatrne pridat’ spravny objem lyzaéného pufra (AL) pipetou.

@ Nepridavajte proteazu QIAGEN Protease (QP) priamo do lyzacného pufra (AL).

. Inkubuijte pri teplote 56 °C po dobu 15 minut.

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

odstranenie kvapiek z vnutornej strany viecka.

. @Vymehte si rukavice a opatrne otvorte lyzaénu skumavku (LT).
. Do lyzaénej skimavky (LT) pridajte 600 pl etanolu (96 — 100 %), zatvorte vieCko

a dékladne mieSajte pulznym vortexom >15 sekund. Inkubujte 5 minut pri izbovej
teplote (15 — 25 °C).

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

odstranenie kvapiek z vnutornej strany viecka.

. Vlozte kolonu QlAamp MinElute do VacConnector (VC) na vdkuovom systéme (pozri

obrazok 1, strana 27). Vlozte nadstavec koldny (EXT) do otvorenej kolény QlAamp
MinElute.

@ Nechajte si premyvaciu skumavku (WT) na suché odstredovanie v kroku 16.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

@ Vymerite si rukavice a otvarajte vzdy iba jednu skimavku.

Cely lyzat z kroku 7 opatrne naneste do nadstavca kolény (EXT) na koléne QlAamp

MinElute bez navihéenia okraja.

Zapnite vakuoveé Cerpadlo. Po pretiahnuti lyzatu cez kolonu QlAamp MinElute otvorte

ventil vakuového systému a uvolnite vakuum.

Ak spracovavate niekolko koléon QlAamp MinElute su¢asne, odpori¢ame uzavriet

VacValve kazdej kolony po prechode lyzatu, aby sa skratilo trvanie tohto kroku vakua.

@ Ak lyzat po 15 minutach Uplne nepresiel membranou, zlikvidujte kolonu QlAamp
MinElute a zopakujte postup s novou vzorkou.

@ Na rychle uvolnenie tlaku vadkua by sa mal pouZit' ventil vakuového systému.

Aplikujte 600 pl premyvacieho pufra 1 (AW1) do kolény QlAamp MinElute. Opatrne
odstrante a zlikvidujte nadstavec kolony (EXT) a zatvorte ventil vakuového systému.
Po pretiahnuti premyvacieho pufra 1 (AW1) cez kolénu QlAamp MinElute otvorte

ventil a uvolnite vakuum.

@ Aby ste predisli krizovej kontaminacii, zabezpecte, aby odstranené nadstavce
kolony (EXT) neprechadzali ponad susedné kolony QlAamp MinElute.

Aplikujte 750 pl premyvacieho pufra 2 (AW2) do kolény QlAamp MinElute bez
navlhenia okraja. Vie€ko kolony nechajte otvorené a zatvorte ventil vakuového
systému. Po pretiahnuti premyvacieho pufra 2 (AW2) cez kolénu QlAamp MinElute

otvorte ventil a uvolnite vakuum.

Aplikujte 750 pl etanolu (96 — 100 %) do kolény QlAamp MinElute bez navlhéenia
okraja. Viecko koldny nechajte otvorené a zatvorte ventil vakuového systému. Po
pretiahnuti etanolu cez kolonu QIAamp MinElute otvorte ventil a uvolnite vakuum.

@ Pomocou pipetovych hrotov s aerosoélovou bariérou aplikujte etanol do kolény
QlAamp MinElute.
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Zatvorte viecko kolony QlAamp MinElute, vyberte ho z vdkuového systému a zlikvidujte
VacConnector (VC). Vlozte koldonu QlAamp MinElute do premyvacej skimavky (WT)
odlozZenej z kroku 9 a odstredujte pri maximalnej rychlosti (priblizne 20 000 x g alebo
14 000 otacok za minutu) po dobu 1 minuty, aby sa membrana Uplne vysusila.
Zlikvidujte premyvaciu skimavku (WT) obsahujucu filtrat.

@ Vynechanie suchého odstredovania méze viest k inhibicii nasledného testu.

Vlozte kolonu QlAamp MinElute do novej premyvacej skimavky (WT) a inkubujte
s otvorenym vieCkom pri teplote 56 °C po dobu 3 minut, aby sa odparila zvysna
kvapalina.

Vlozte kolonu QIAamp MinElute do Cistej elu¢nej skumavky (ET) a premyvaciu
skumavku (WT) zlikvidujte. Opatrne otvorte vie¢ko kolény QlAamp MinElute a do
stredu membrany aplikujte 20 pl alebo 60 pl eluéného pufra (AVE) (v zavislosti od
nasledného testu).

: Je délezité pouzit novu eluénu skimavku, aby sa zabranilo kontaminacii

zvySkov premyvacich pufrov, ktoré by mohli viest k inhibicii nasledného testu.

@ Davkovanie eluéného pufru na stred membrany je délezité najma pri mensich
eluénych objemoch, aby sa zabezpecilo optimalne ziskavanie nukleovych kyselin
a elu¢ného pufru.

@ Eluény objem je mozné prispbsobit podla poziadaviek naslednej aplikacie.

aplikovaného na kolonu v désledku zvySného eluéného pufru zadrzaného membranou

centrifugac¢nej kolony po centrifugacii.

@ Zaistite, aby bol elu¢ny pufer ekvilibrovany na izbovu teplotu.

Zatvorte vie€ko a inkubujte pri izbovej teplote (15 — 25 °C) po dobu >3 minut.
Odstredujte pri maximalnej rychlosti (priblizne 20 000 x g alebo 14 000 otacok
za minutu) po dobu 1 minuty, aby sa eluovali virusové nukleové kyseliny.
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@ Viecka elu€nych skumaviek orientujte tak, aby smerovali proti smeru ota€ania
rotora (napr. ak sa rotor otaa v smere hodinovych ruciciek, orientujte viecka proti

smeru hodinovych ruciciek).

@ Po vykonani tohto protokolu postupujte podla pokynov na udrzbu vakuového

systému (dalSie podrobnosti najdete v priru¢ke dodavanej s vakuovym systémom).

Kontrola kvality

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

zaistena konzistentna kvalita produktu.
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Obmedzenia

Vykonnost systému bola stanovena v Studidch hodnotenia vykonnosti pri €isteni virusovych

nukleovych kyselin zo vzoriek ludskej plazmy a séra.

Pouzivatefl je zodpovedny za overenie vykonu systému pre vSetky postupy pouzivané v jeho
laboratdriu, na ktoré sa nevztahuju Studie hodnotenia vykonnosti QIAGEN.

Aby sa minimalizovalo riziko negativneho vplyvu na diagnostické vysledky, mali by sa pouzit

adekvatne kontroly pre nasledné aplikacie. VSetky ziskané diagnostické vysledky sa musia
interpretovat’ v spojeni s inymi klinickymi alebo laboratérnymi nalezmi.
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Charakteristiky u€innosti

Prislusné charakteristiky uc€innosti najdete v karte zdrojom na stranke vyrobku na adrese

www.giagen.com.
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov moze byt uzitoény pri rieSeni akychkolvek problémov,

ktoré moézu nastat. Viac informécii najdete aj na stranke Casto kladené otazky v nasom

stredisku technickej podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vedci v technickych

sluzbach QIAGEN vam vzdy radi zodpovedaju vSetky otazky tykajuce sa informacii a/alebo

protokolov v tejto priru¢ke alebo technologii vzoriek a testov (kontaktné informacie najdete

na stranke www.qiagen.com).

Komentare a navrhy

VSeobecna manipulacia

a) Upchavanie Spiciek
pipiet poc¢as prenosu

vzorky

b) Upchatéa koléna QlAamp
MinElute

36

Zmrazené vzorky neboli po rozmrazeni spravne zmieSané. Rozmrazené
zmrazené vzorky mierne rozmie$ajte, aby ste zaistili dokladné premie$anie.

Kryoprecipitaty vytvorené poCas zmrazovania arozmrazovania upchaju
membranu QlAamp MinElute. Ak zbadate kryoprecipitaty, vycistite vzorku

odstredovanim poc¢as 5 minut pri 16 000 x g.

Ak sa zniZi prietok, as vakuovania sa méze predizit.

Pripadne zatvorte ventil VacValve, ak sa pouziva, a opatrne vyberte zostavu
nadstavec kolény-VacConnector-VacValve z kolény QlAamp MinElute bez toho,

aby ste stratili ast lyzatu v nadstavci kolony.

Vyberte kolénu QlAamp MinElute z vakuového potrubia, vloZzte ju do 2 ml
premyvacej skimavky (WT) a ota€ajte ju plnou rychlostou, kym vzorka Uplne
neprejde cez membranu. Vymerite zostavu nadstavec kolony-VacConnector-
VacValve obsahujucu zvySny lyzat. Zapnite vakuové cerpadlo, otvorte VacValve

a pokracujte vo vkladani zvy$ného lyzatu.
Ak sa koléna QlAamp MinElute nadalej upchava, zopakujte uvedeny postup.

Kryoprecipitaty vytvorené pocas zmrazovania arozmrazovania upchaju
membranu kolény QlAamp MinElute. Ak zbadate kryoprecipitaty, vycistite vzorku

odstredovanim poc¢as 5 minut pri 16 000 x g.
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Komentare a navrhy

c) Vlyzaénom pufri sa

vytvoril precipitat

d) ROzne elu¢né objemy

e) Vakuovy tlak ~ 800 bar
az ~ 900 mbar nebol

dosiahnuty

Pouzivanie ladom chladeného etanolu po¢as lyzy méze pomoct znizit' riziko
upchatia membrany. Okrem toho je doélezité pridavat pufre na lyzu v spravnom
poradi opisanom vy$$ie. Nepridavajte protedazu QIAGEN Protease (QP) priamo

do lyzaéného pufra (AL).

Rozpustite inkubaciou lyzaéného pufra (AL) pri teplote 56 °C.

Objem regenerovaného eluatu zavisi od povahy vzorky.

Vzhladom na zvy$ny eluény pufer zadrzany membranou centrifugaénej kolony
po centrifugacii méze byt objem ziskaného eluatu niz$i ako objem eluéného

pufra aplikovaného na kolénu.

Do stredu membrany naneste eluény pufer. Davkovanie elu¢ného pufru na stred
membrany je délezité najma pri mensich elu¢nych objemoch, aby sa zabezpecilo

optimalne ziskavanie nukleovych kyselin a eluéného pufru.

Vakuové potrubie nie je tesne uzavreté. Po zapnuti vakua stlacte veko
vakuového potrubia. Skontrolujte, ¢i bol dosiahnuty vakuovy tlak. Opotrebovalo
sa tesnenie veka QlAvac. Vizualne skontrolujte tesnenie potrubia a v pripade

potreby ho vymerite.

Ventily VacValves sa opotrebovali. Odstrarite vSetky ventily VacValves a vloZte
VacConnectors priamo do nadstavcov Luer. VlozZte kolény QlAamp MinElute do
VacConnectors, zatvorte veko kolédn a zapnite vakuum. Skontrolujte, ¢i bol

dosiahnuty vakuovy tlak. V pripade potreby vymerite ventily VacValves.

Pripojenie k vakuovému cerpadlu je netesné. Uzavrite vSetky nadstavce Luer
uzavermi Luer a zapnite vakuové Cerpadlo. Skontrolujte, ¢i je vakuovy tlak po
zapnuti ¢erpadla stabilny (a ¢i je ventil Vacuum Regulator zatvoreny). V pripade

potreby vymerite spojky medzi ¢erpadlom a vakuovym potrubim.

Ak vakuovy tlak nebol eSte dosiahnuty, vymerite vakuové Cerpadlo za silnejSie.

Navod na pouzitie (Priru¢ka) supravy QlAamp DSP Virus Kit 06/2022

37



Komentare a navrhy

DNA nefunguje spravne v naslednych reakciach

a)

b)

38

Neuplna lyza vzorky

Bol pouzity
nizkopercentny etanol
namiesto 96 — 100 %

etanolu

Nespravne pripraveny
premyvaci pufer 1
(AW1) alebo premyvaci
pufer 2 (AW2)

Ak bola proteaza QIAGEN Protease (QP) vystavena zvySenej teplote dihsi ¢as,
moze stratit’ aktivitu. Zopakujte postup s pouzitim novych vzoriek a Cerstvej
protedzy QIAGEN Protease (QP).

Uistite sa, Ze ste protedzu QIAGEN Protease (QP) rozpustili s rozpustadlom
protedzy podla vysSie uvedenych pokynov. Aby ste zabranili peneniu, pri
mieSani liekovku niekolkokrat prevratte. Skontrolujte, Ci je proteaza QIAGEN
Protease (QP) uplne rozpustena. Nepridavajte proteazu QIAGEN Protease (QP)
priamo do lyza¢ného pufra (AL).

Na zaistenie ucinnej lyzy je nevyhnutné, aby vzorka a lyza¢ny pufer (AL) boli
dokladne zmieSané, aby vznikol homogénny roztok. KedZe lyzaény pufer (AL)
ma vysoku viskozitu, nezabudnite opatrne pridat spravny objem lyza¢ného pufra

(AL) pipetou alebo pomocou vhodnej pipety.

Postup purifikacie opakujte s novymi vzorkami as 96 — 100 % etanolom.
Nepouzivajte denaturovany alkohol, ktory obsahuje dalSie latky, ako je metanol

alebo metylketon.

Pred za¢atim postupu sa uistite, Ze koncentraty premyvacieho pufra 1 (AW1)
a premyvacieho pufra 2 (AW2) boli zriedené spravnym objemom 96 — 100 %

etanolu a premie$ané niekolkonasobnym prevratenim flase.

Navod na pouzitie (Prirucka) supravy QlAamp DSP Virus Kit 06/2022



Komentare a navrhy

d) Vzorky plazmy a séra
neboli spravne
pripravené, skladované

alebo zmieSané

e) Malo DNA alebo ziadna
DNA v eluate

f)  Bol pouzity nevhodny

eluény objem

g) Prenos potencialneho

inhibitora

Proces purifikacie je optimalizovany pre pouzitie so vzorkami ludskej plazmy
a séra. Na pripravu plazmy sa mézu pouzit' vzorky krvi upravované EDTA alebo
citratom ako antikoagulantom. Po odbere a odstredeni sa méze plazma alebo
sérum skladovat pri teplote 2 — 8 °C az 6 hodin. Pri dlhodobom skladovani sa

odporuca zmrazenie na teplotu -80 °C az -20 °C v alikvétach.

Zmrazené vzorky plazmy alebo séra sa nesmu rozmrazit viac nez raz.
Opakované zmrazovanie arozmrazovanie vedie k denaturacii a zrazaniu
bielkovin, €o ma za nasledok redukciu virusovych titrov, a tym znizené vytazky

virusovych nukleovych kyselin.

Rozmrazené zmrazené vzorky mierne rozmieSajte, aby ste zaistili dokladné

premiesanie.

Ak je to mozné, znizte eluény objem alebo zvyste mnozstvo eluatu pridaného do

reakcie.

Urcite maximalny objem eluatu vhodny pre vasu naslednu aplikaciu. Podla toho
znizte alebo zvyste objem eluatu pridaného do naslednej aplikacie. Objem ellcie
sa mbze priamo Umerne prispdsobit. Elicia s mensimi objemami pufra Buffer

AVE vedie k vy$sim koncentraciam nukleovych kyselin.

Pred ellciou nezabudnite vykonat krok suchej centrifugacie, aby ste zabranili

potencialnej inhibicii nasledného testu.

Je ddlezité pouzit novu eluénu skumavku, aby sa zabranilo kontaminacii zvyskov

premyvacich pufrov, ktoré by mohli viest k inhibicii nasledného testu.

Podla prikladnych interferenénych $tudii pre stpravu QlAamp DSP Virus Kit
a v stlade s normou ISO 20186-2:2019(E) moéZze heparin zo skimaviek na odber
krvi ovplyvnit &istotu izolovanych nukleovych kyselin a pripadny prenos do
eluatov mdze v niektorych naslednych aplikaciach spdsobit inhibicie. Preto
odporu¢ame pouzivat vzorky krvi oSetrené EDTA alebo citratom ako

antikoagulantom.
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Komentare a navrhy

h)

40

Degradovana/nespravne

pripravena nosna RNA

Nosna RNA sluzi na dva ucely: Po prvé, zvySuje vazbu virusovych nukleovych
kyselin na membranu QlAamp, najmé ak je vo vzorke velmi malo ciefovych
molekul. Po druhé, pridanie velkého mnozZstva nosnej RNA znizuje riziko
degradacie virusovej RNA v zriedkavych pripadoch, ked molekuly RNazy uniknu

z denaturacie chaotropnymi sofami a detergentom v lyzaénom pufri (AL).

Ak sa nosna RNA neprida do lyzaéného pufra (AL), méze to viest k znizeniu
vytazku virusovej RNA alebo DNA.

Nosna RNA méze byt rozpustena iba v pufri Buffer AVE; rozpustena nosna RNA
sa musi okamzite pridat’ do lyza¢ného pufra (AL).

Nosna RNA méze byt tiez zahrnuta v niektorych reagenciach internej kontroly
komerénych naslednych testov. V tychto pripadoch si precitajte prislusny navod

na pouzitie od vyrobcu nasledného testu.
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Symboly

V navode na pouzitie alebo na baleni a Stitkoch najdete nasledujuce symboly:

Symbol

Definicia symbolu

\%

V|

LO

O

I

GTIN

.y o HYaY d
R .

Obsahuje reagencie postacujuce na <N> reakcii

Pouzite do

Tento vyrobok spifia poZiadavky eurdpskeho nariadenia
2017/746 o diagnostickych zdravotnickych pomdckach in vitro.

Diagnosticka zdravotnicka pomocka in vitro
Katalégové Cislo

Cislo garze

Cislo materidlu (t. j. oznagenie komponentu)
Komponenty

Objem

Obsahuje

Cislo

Identifikator GTIN (Global Trade Item Number)

R oznacuje reviziu navodu na pouzitie a n je Cislo revizie

Teplotné obmedzenia
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Definicia symbolu

42

LYOPH

IE‘@ @@@%b

Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

Chranite pred slne€nym svetlom

Varovanie/upozornenie

Pri doruc¢eni

Délezita poznamka

Po kroku protokolu s touto znackou si vymerite rukavice

Pri doru€eni otvorte; kolonu QlAamp MinElute skladujte pri
teplote 2 - 8 °C

Po pridani etanolu do flase si zapiste aktualny datum

Pridavanie

Lyofilizovany
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Symbol Definicia symbolu

BCNS Pripravit v

Etanol

Hydrochlorid guanidinu

MALEIC ACID Kyselina maleinova

'II§EI

Vedie k

Unikatny identifikator pomocky

ubD
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Priloha

Manipulacia s RNA

Ribonukledzy (RNazy) su velmi stabilné a aktivnhe enzymy, ktoré spravidla nevyzaduju
fungovanie kofaktorov. KedZze je tazké inaktivovat RNazy a na zni€enie RNA postacuju iba
malé mnozZstva, nepouzivajte Ziadny plastovy ani skleneny riad bez predchadzajicej
eliminacie moznej kontaminacie RNazou. Je potrebné postupovat opatrne, aby sa zabranilo
neumyselnému zavedeniu RNaz do vzorky RNA pocas procesu izolacie alebo po fiom. Aby
sa vytvorilo audrziavalo prostredie bez RNaz, musia sa poCas predbeznej Upravy
a pouzivania jednorazovych a viacnasobne pouzitelnych nadob a roztokov pri praci s RNA

prijat nasledujuce preventivne opatrenia.

V8eobecna manipulacia

Pri praci s RNA by sa mala vzdy pouzivat spravna mikrobiologicka asepticka technika.
Rukami a prachovymi Casticami sa mbzu prenasat baktérie a plesne a su najbeznejsim
zdrojom kontaminacie RNazy. Pri manipulacii s reagenciami a vzorkami RNA vzdy noste
latexové alebo vinylové rukavice, aby ste zabranili kontaminacii RNazy z povrchu pokozky
alebo z prasného laboratérneho vybavenia. Rukavice Casto vymiefajte a skumavky

udrziavajte uzavreté.
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Informacie o objednavani

Produkt Obsah Kat. €.

QlAamp DSP Virus Kit (50) Na 50 preparatov: Kolony QlAamp 60704
MinElute, pufre, reagencie,
skumavky, nadstavce kolon
a konektory VacConnectors

Prislusenstvo

QlAvac 24 Plus vacuum Vakuové potrubie na spracovanie 19413
manifold 1 — 24 centrifugac¢nych kolén: Vakuové

potrubie QlAvac 24 Plus Vacuum

manifold, zatky Luer, rychlospojky

Vacuum Pump Univerzalne vakuové Cerpadlo 84020

VacConnectors 500 jednorazovych konektorov na 19407
pouzitie s centrifugacnymi koldonami
QlAamp na konektoroch Luer

VacValves 24 ventilov na pouzitie s QlAvac 24 19408
a QlAvac 24 Plus

Vacuum Regulator Vakuovy regulator Vacuum Regulator 19530

QlAvac Connecting System Systém na pripojenie vakuového 19419

potrubia s vakuovym Cerpadlom:
obsahuje zasobnik, odpadové flase,
hadicky, spojky, ventil, manometer
a 24 ventilov VacValves

Aktualne licenéné informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete v navode na
pouzitie supravy QIAGEN. Navod na pouzitie supravy QIAGEN najdete na lokalite
www.giagen.com alebo mbzete on poziadat oddelenie technickych sluzieb spolo€nosti
QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Historia uprav dokumentu

Revizia Popis
R1, jun 2022 Verzia 2, revizia 1
® Aktualizacia supravy na verziu 2 z dévodu dodrzania suladu

46

s nariadenim o diagnostickych zdravotnickych poméckach in
vitro

Aktualizacia ¢asti Zamyslané pouzitie a Obmedzenia
Aktualizacia Casti Popis a princip

Aktualizacia ¢asti Dodavané materialy (pridanie ucinnych
latok) a Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju
Aktualizacia ¢asti Varovania a preventivne opatrenia
Aktualizacia ¢asti Skladovanie a manipulacia s reagenciami
Aktualizacia Casti Odber a skladovanie vzoriek

a manipulacia s nimi

Aktualizacia ¢asti Dolezité poznamky a Postup
Aktualizacia ¢asti Charakteristiky uc¢innosti

Pridanie Casti Priloha

Pridanie ¢asti Sprievodca rieSenim problémov

Aktualizacia ¢asti Symboly

Aktualizacia ¢asti Informacie o objednavani
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Tato strana je zamerne prazdna
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Tato strana je zamerne prazdna
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ali ¢na zmluva pre supi QlAamp® DSP Virus Kit

PouZzitie tohto produktu predstavuje suhlas kupujtceho alebo pouzivatela tohto produktu s nasledovnymi podmienkami:

1.

o wN

Produkt sa méze pouzivat vyluéne v stlade s protokolmi poskytovanymi spolu s produktom a tymto ndvodom na pouzitie a méze sa pouzivat vylu¢ne

s komponentmi obsiahnutymi v paneli. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v rdmci Ziadneho zo svojich prav na ochranu du$evného vlastnictva na
pouzivanie alebo spajanie komponentov tohto panela s akymikolvek komponentmi, ktoré netvoria stcast tohto panela s vynimkou ustanoveni uvadzanych

v protokoloch dodéavanych spolu s produktom, tomto navode na pouZzitie v dal$ich protokoloch, ktoré st dostupné na adrese www.qiagen.com. Niektoré

z tychto protokolov boli poskytnuté pouzivatelmi produktov od spolo¢nosti QIAGEN pre pouzivatefov produktov od spoloénosti QIAGEN. Tieto protokoly neboli
podrobne testované ani optimalizované spolo¢nostou QIAGEN. Spoloénost QIAGEN na ne neposkytuje Ziadne zéruky a neruci za to, Ze ich pouzitim neddjde
k poruseniu prav tretich stran.

Iné nez vyslovne uvedené licencie — spolo¢nost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tento panel a/alebo jeho pouzitie neporusi prava tretich stran.
Tento panel a jeho komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouZitie a nesmu sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.
Spolo¢nost QIAGEN sa $pecificky zrieka v3etkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré su tu vyslovne uvedené.

Kupujuci a pouzivatel tohto panela sthlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat Ziadne kroky, ktoré by mohli viest k akymkolvek
¢innostiam, ktoré su zakazané vyssie, alebo k nim napomahat. Spolocnost QIAGEN méZe uplatiiovat prislusné zakazy uvadzané v tejto obmedzenej licencnej
zmluve pred akymkolvek sidom a bude poZadovat vietky naklady na vySetrovanie a stidne konania (vratane nakladov na pravne zastupovanie) pri kazdom
takomto kroku s cielom uplatnit ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo prav duSevného viastnictva suvisiacich s panelom a/alebo jeho
komponentmi.

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

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp® (QIAGEN Group). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouZité v tomto dokumente sa nesmu
povazovat za znamky nechranené podla zakona, i ked neboli ako také oznacené prislusnym symbolom.
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