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Tiltenkt bruk

QIAamp DSP Virus Spin Kit er et system som bruker en silika-membran-teknologi (QlAamp-

teknologi) for isolasjon og rensing av virale nukleinsyrer fra biologiske praver.

Produktet er beregnet for bruk av profesjonelle brukere, for eksempel teknikere og leger som

har f&tt opplaering i molekylzerbiologiske teknikker.

QIAamp DSP Virus Spin Kit er beregnet pé in vitro-diagnostisk bruk.
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Beskrivelse og prosedyre

QlAamp DSP Virus Spin-prosedyren bestér av 4 trinn (lysere, binde, vaske og eluere) og
utferes ved bruk av QIAamp MinElute®kolonner i en standard mikrosentrifuge eller
helautomatisert p&d QlAcube eller QlAcube Connect MDx. Prosedyren er utformet for &
minimere potensialet for krysskontaminering fra preve til preve og gjer det mulig med sikker
handtering av potensielt smittefarlige prever. Den enkle QlAamp DSP Virus Spin-prosedyren
egner seg for simultan behandling av flere praver. QlAamp DSP Virus Spin Kit kan brukes for
isolasjon av virusRNA og -DNA fra en bred rekke RNA- og DNAwiruser. Men

ytelsesegenskapene fil hver virusart har ikke blitt fastsatt og ma valideres av brukeren.

Automatisk rensing av viral nukleinsyre p& QlAcube eller QlAcube
Connect MDx

QlAcube og QlAcube Connect MDx utfarer automatisert isolasjon og rensing av nukleinsyrer.

Det er mulig & behandle opptil 12 praver i hver enkelt kjgring.

Hvis QlAamp DSP Virus Spin Kit automatiseres p& QlAcube eller p& QlAcube Connect MDx,
kan det hende at instrumentet behandler feerre enn 50 prever p& grunn av dedvolum,
fordamping og ekstra reagensforbruk ved automatisert pipettering. QIAGEN garanterer kun
50 preveklargjeringer ved manuell bruk av QlAamp DSP Virus Spin Kit.
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QlAcube

Figur 1. QlAcube.
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QlAcube Connect MDx

Figur 2. QlAcube Connect MDx.

Lysering med QIAGEN Protease

Praver lyseres under hgyst denaturerende betingelser ved gkte temperaturer. Lysering utfares i

tilstedevaerelse av QIAGEN Protease og Buffer AL, som sammen sikrer inaktivering av RNaser.

Adsorpsjon til QIAamp MinElute-membranen

Bindingsbetingelsene justeres ved 4 tilsette etanol for & gjere det mulig med optimal binding
av virusRNA og -DNA til membranen. Llysater overfgres deretter til en QlAamp MinElute-
kolonne, og virale nukleinsyrer adsorberes pé& silika-gel-membranen etter som lysatet trekkes
gjennom ved sentrifugering. Salt- og pH-forhold siker at protein og andre kontaminanter, som
kan hemme PCR og andre downstream-enzymreaksjoner, ikke beholdes p& QlAamp MinElute-

membranen.
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De 2 ml vaskergrene (medfelger] stetter QlAamp MinElute-kolonnen i lepet av laste- og

vasketrinnene.

Fierne resterende kontaminanter

Nukleinsyrer holder seg bundet til membranen, mens kontaminanter vaskes effektivt bort i lzpet
av 3 vasketrinn. | et enkelt trinn elueres hayst rent virusRNA og -DNA i Buffer AVE, ekvilibreret

til romtemperatur.

Elusjon av rene nukleinsyrer

Elusjon utferes ved bruk av Buffer AVE. QlAamp MinElute-kolonner gjer det mulig med smé&

elusjonsvolumer pé& kun 20 pl. Lavt elusjonsvolum farer til haykonsentrerte nukleinsyreeluater.

For downstream-applikasjoner som krever smd startvolumer (f.eks. PCR- og RT-PCR-analyser),

kan et mer konsentrert eluat ke analysesensitiviteten.

For downstream-applikasjoner som krever et starre startvolum, kan elusjonsvolumet gkes inntil

150 pl. Men en gkning i elusjonsvolum vil redusere konsentrasjonen av nukleinsyrer i eluatet.

Eluatvolumet som gjenvinnes kan vaere opptil 5 pl mindre en volumet pd elusjonsbufferen som
ble péafert kolonnen. For eksempel resulterer et elusjonsbuffervolum pa 20 pl til >15 pl endelig

eluat. Eluatvolumet som utvinnes, avhenger av typen prave.

Eluert nukleinsyre samles opp i 1,5 ml elusjonsrer (ET, medfalger). Det anbefales lagring av
DNA eller RNA ved -30 til =15 °C.

Utbytte av viral nukleinsyre som er isolert fra biologiske prever, er normalt under 1 pg.
Kvantitative amplifikasjonsmetoder anbefales for & bestemme ytelser. Ved kvantifisering av
isolerte nukleinsyrer ved bruk av QlAamp DSP Virus Spin-protokollen, husk pé at det kommer

til & veere betydelig mer baerer-RNA i praven enn virus-RNA.
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QlAamp DSP Virus Spin-prosedyre
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Baerer-RNA

Baerer-RNA har to formdl: For det ferste skes bindingen av virale nukleinsyrer til QlAamp-
membranen, spesielt hvis det er sveert f& m&lmolekyler i preven. For det andre vil tilfarselen av
store mengder baerer-RNA redusere muligheten for virusRNA-nedbrytning i det sjeldne tilfellet
at RNase-molekylene ikke denatureres av de kaotropiske saltene og vaskemiddelet i Buffer AL.
Hvis baerer-RNA ikke tilfares Buffer AL, kan dette fare til redusert gjenoppretting av virus-RNA
eller virusDNA.

Ulike amplifikasjonssystemer kan ha variert effektivitet, avhengig av den totale mengden
nukleinsyre som finnes i reaksjonen. Eluater fra dette settet inneholder b&de virale nukleinsyrer
og beererRNA, og mengden av baerer-RNA vil vaere mye sterre enn mengden av virale
nukleinsyrer. Kalkuleringer p& hvor mye eluat som skal tilsettes downstream-amplifikasjoner,
skal derfor vaere basert p& mengden av baerer-RNA som er filsatt. For & oppnd de heyeste
sensitivitetsnivéene i amplifikasjonsreakskjoner kan det vaere nedvendig & justere mengden
baerer-RNA som filsettes Buffer AL.

Tillegg av interne kontroller

Bruk av QlAamp DSP Virus Spin-protokollen i kombinasjon med kommersielt tilgjengelige
amplifiserinigssystemer kan kreve innfering av en intern kontroll i renseprosedyren. Intern
kontrol-RNA eller -DNA skal tilsettes lyseringsbufferen sammen med baerer-RNA. For optimal
renseeffektivitet skal interne kontrollmolekyler ikke vaere lenger enn 200 nukleotider, da mindre

molekyler ikke gjenopprettes pd effektiv mate.

Se produsentens instruksjoner for & kunne bestemme optimal konsentrasjon. Ved bruk av en

annen konsentrasjon enn den som anbefales, kan redusere amplifikasjonseffektiviteten.
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Oppsummering og forklaring

QIAamp DSP Virus Spin Kit bruker veletablert teknologi for simultan rensing av virus-DNA og
-RNA. Settet kombinerer de selektive bindeegenskapene til en silika-basert membran med
fleksible elusjonsvolumer p& mellom 20 pl og 150 pl. Prosedyren er egnet for bruk med plasma
og serum. Prgvene kan enten veere ferske eller frosne, gitt at de ikke har vaert frosset og tint
opp mer enn én gang (se side 17). Virale nukleinsyrer elueres i Buffer AVE, klar til bruk i

amplifikasjonsreaksjoner eller lagring ved 30 til =15 °C.
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Materialer som medfalger

Settets innhold

QIAamp DSP Virus Spin Kit

Katalognr. 61704
Antall klargjeringer 508
QlAamp QlAamp MinElute Columns with Wash Tubes COL 50

MinElute (WT) (QlAamp MinElute-kolonner med
vaskerer (WT)) (2 ml)

LT Lysis Tubes (Lyseringsrer) (2 ml) TUBE 50
ET Elution Tubes (Elusjonsrer) (1,5 ml) ELU | TUBE 50
WT Wash Tubes (Vaskerer) (2 ml) TUBE 5 x50
AL Lysis Buffer* (Lyseringsbuffer*] 1¥s | BUF | 33 ml
AWI1 Woash Buffer 1* (Vaskebuffer 1) (konsentrat) I WASH I BUF I 1 ICONCI 19 ml
AW2 Wash Buffer 21 (Vaskebuffer 2) (konsentrat) WASH | BUFT 2 [CONC 13ml

AVE Elution Buffer (Elusjonsbuffer) (lilla lokk) m 4 x2ml

PS Protease Solvent! (Proteaselesning) QPROT| SOLV 4,4 ml

Carrier Carrier RNA (Bzerer-RNA) (rede lokk) 310 pg

- Bruksanvisning (héndbok) 1

AR T A ]
QP QIAGEN Protease* QPROT 1 hetteglass

*

Inneholder et kaotropisk salt. Ta egnede forholdsregler, og bruk hansker ved h&ndtering. lkke kompatibel med
desinfeksjonsmidler som inneholder blekemiddel. Mer informasjon finnes pé& side 15.

Inneholder natriumazid som konserveringsmiddel.

Se “Klargjere reagenser og buffere”, side 20.

Hvis QlAamp DSP Virus Spin Kit automatiseres p& QlAcube- eller QlAcube Connect MDx-instrumentet, kan det veere at

@

instrumentet behandler feerre enn 50 prever p& grunn av dedvolum, fordamping og ekstra reagensforbruk ved automatisert
pipettering. QIAGEN garanterer kun 50 preveklargjeringer ved manuell bruk av QlAamp DSP Virus Spin Kit.
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Materialer som er ngdvendige, men ikke felger
med

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med kjemikalier.
Se gjeldende sikkerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS) som leveres av leveranderen av

produktet, hvis du gnsker mer informasjon.

e FEtanol (96-100 %)*

e Pipetter’ og pipettespisser (for & unngd krysskontaminering anbefaler vi p& det sterkeste

at det benyttes pipettespisser med aerosolbarrierer)
e Varmeblokk! for lysering av praver ved 56 °C
e Mikrosentrifuge! (med rotor for 1,5 ml og 2 ml rer)
e Vorteksblander

e For praver <200 pl: 0,9 % NaCHgsning

Kun for automatisk prosedyre

® Rotor Adapters, kat.nr. 990394

® Rotor Adapter Holder, kat.nr. 990392

e Sample Tubes CB (2 ml), kat.nr. 990382 (sample input tube)
e Shaker Rack Plugs, kat.nr. 9017854

® Reagent Bottles, 30 ml, kat.nr. 990393

e Filter-Tips, 1000 pl, kat.nr. 990352

e Filter-Tips, 1000 pl, bred diameter, kat.nr. 990452

e Filter-Tips, 200 pl, kat.nr. 990332

e SafeSeal Tube, 1.5 ml, Sarstedt® (kat.nr. 72.706)

* Denaturert alkohol som inneholder andre stoffer, som metanol eller metyletylketon, mé ikke brukes..
t For & sikre at prevene behandles tilstrekkelig i QIAamp DSP Virus Spin Kit-prosedyren, anbefaler vi p& det sterkeste
at instrumenter (f.eks. pipetter og varmeblokker) kalibreres i henhold til produsentenes anbefalinger.
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Advarsler og forholdsregler

Veer oppmerksom pé& at alvorlige hendelser knyttet til enheten ma rapporteres til produsenten

og myndighetene der brukeren og/eller pasienten er etablert.
Sikkerhetsinformasjon
Til bruk i in vitro-diagnostikk

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med kjemikalier. Se
gjeldende sikkerhetsdatablader (Safety Data Sheets, SDS) hvis du ensker mer informasjon. Disse
er tilgiengelige i praktisk og kompakt PDFformat online p& www.qiagen.com/safety, der du kan
soke efter, vise og skrive ut sikkerhetsdatabladet for hvert QIAGEN-sett og hver seftkomponent.

it FORSIKTIG: IKKE tilsett blekemidler eller sure lasninger direkte i

preveklargjeringsavfallet.

Buffer AL og Buffer AW1 inneholder guanidinhydroklorid som kan danne sterkt reaktive
forbindelser nér det kombineres med blekemiddel. Hvis du seler vaeske som inneholder disse
bufferne, m& du rengjere med egnet laboratorievaskemiddel og vann. Hvis vaesken som sales
inneholder potensielt smittefarlige stoffer, m& du ferst rengjere det bererte omradet med

laboratorievaskemiddel og vann, og deretter med 1 % (v/v) natriumhypokloritt.

Hvis bufferflaskene er adelagt eller lekker, m& du bruke hansker og vernebriller né&r du kaster

flaskene, for & unngé at du skader deg selv eller andre.

QIAGEN har ikke testet vaeskeavfall som genereres av QlAamp DSP Virus Spin-prosedyren for
resterende infeksjonsmaterialer. Kontaminering av vaeskeavfallet med rester av smittestoffer er
svaert usannsynlig, men kan ikke utelukkes helt. Vaeskeavfall mé& derfor anses som smittefarlig

og handteres og kastes i henhold til lokale sikkerhetsforskrifter.
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Falgende fare- og risikosetninger og forholdsregler gjelder komponentene i QlAamp DSP Virus
Spin Kit:

Buffer AL
Inneholder: guanidinhydroklorid, maleinsyre. Advarsell Kan vaere
skadelig ved svelging eller innanding. Irriterer huden. For&rsaker alvorlig
gyeirritasjon. Kan utlese en allergisk hudreaksjon. Hvis eyeirritasjon
vedvarer: Sek legehijelp. Tilselte klser mé fjernes og vaskes for de brukes
pd nytt. Benytt vernehansker/verneklaer/vernebriller/ansiktsskjerm.
Buffer AW1

Inneholder: guanidinhydroklorid. Advarsel! Farlig ved svelging eller
innénding. Irriterer huden. Forérsaker alvorlig eyeirritasjon. Ta kontakt
med GIFTINFORMASJONEN eller lege hvis du feler deg uvel.
Innhold/beholder leveres til et godkjent avfallsbehandlingssted. Tilsalte
kleer mé& fiernes og vaskes for de brukes p& nytt. Benytt
vernehansker/verneklaer/vernebriller/ansiktsskjerm.

QIAGEN Protease
N g Inneholder: subtilisin. Fare! Fordrsaker mild hudirritasjon. Gir alvorlig

gyeskade. Kan gi allergi eller astmasymptomer eller pustevansker ved
inn&nding. Unngd innanding av stev/reyk/gass/téke/damp/aerosoler.
Innhold/beholder leveres til et godkjent avfallsbehandlingssted. Ved
symptomer i luftveiene: Ta kontakt med GIFTINFORMASJONEN eller
lege. VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere
minutter. Fjern eventuelle kontakilinser dersom dette enkelt lar seg gjere.
Fortsett skyllingen. VED INNANDING: Ved pustevansker, flytt personen
til frisk luft og serg for at vedkommende hviler i en stilling som letter
&ndedrettet. Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER / en
lege. Benytt vernehansker/verneklaer/vernebriller/ansiktsskjerm. Bruk
andedrettsvern.
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Hdandtering og oppbevaring av reagenser

QIAamp MinElute-kolonner skal lagres ved 2-8 °C ved ankomst. Alle buffere kan oppbevares
ved romtemperatur (15-25 °C).

Lyofilisert baererrRNA kan lagres ved romtemperatur frem til utlepsdatoen pé settets eske.
Baerer-RNA kan kun lgses i Buffer AVE; last baerer-RNA skal umiddelbart tilfares Buffer AL, slik
det er beskrevet pd side 20, kun for den manuelle prosedyren. Denne lzsningen skal klargjeres
fersk og er stabil ved 2-8 °C i opptil 48 timer. Ubrukte porsjoner av baerer-RNA lest i Buffer
AVE skal fryses i alikvoter ved -30 til =15 °C.

Lyofilisert QIAGEN Protease (QP) kan oppbevares ved romtemperatur frem til settets utlapsdato
uten at det pavirker ytelsen.

QIAGEN Protease som er rekonstituert i proteaselesning, er stabil i opptil 1 &r ved lagring ved
2-8 °C, men kun frem fil seftets utlepsdato. Det skal unngés & holde QIAGEN Protease

lagerlgsning ved romtemperatur over lengre tid.

Rekonstituert vaskebuffer 1 (AW 1) og rekonstituert vaskebuffer 2 (AW2) er stabil i inntil 1 &r
ved oppbevaring ved romtemperatur, men kun frem til utlepsdatoen pé settets eske.

Oppbevaring og héndtering av praver

Etter innsamling og sentrifugering kan plasma eller serum oppbevares ved 2-8 °C i opptil
6 timer. For langsiktig oppbevaring anbefales frysing ved -80 til =20 °C i alikvoter. Frosne
plasma- eller serumpraver md ikke tines opp mer enn én gang. Gjentatt frysing og opptining
farer til denaturering og presipitering av proteiner, noe som farer til reduserte virustitre og
derfor reduserte avgivelser av virale nukleinsyrer. | tillegg vil kryopresipitater som er dannet
under frysing-opptining tilstoppe QlAamp MinElute-membranen. Hvis kryopresipitater er
synlige, kan de pelleteres ved sentrifugering ved omtrent 6800 x g i 3 minutter. Den rensede

supernatanten skal fjernes og prosesseres umiddelbart uten & forstyrre pelleten.
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Prosedyre

Viktige punkter for du starter

e Nar du har mottatt settet, ma du kontrollere om settets komponenter er skadet. Hvis
blisterpakningene eller bufferflaskene er skadet, skal du ta kontakt med QIAGENs
tekniske serviceavdeling eller din lokale leverander. Bruk ikke skadede settkomponenter,
se “Advarsler og forholdsregler” (side 15), ettersom bruk av disse kan fere til darlig
ytelse.

® Bruk alltid RNasefritt utstyr.

e Skift alltid pipettespisser mellom vaeskeoverferinger. For & minimere krysskontaminering
anbefaler vi sterkt & benytte pipettespisser med aerosolbarrierer.

e Alle sentrifugeringstrinn utferes ved romtemperatur (15-25 °C).

® Bruk alltid engangshansker, og kontroller regelmessig at de ikke er kontaminert med
prevemateriale. Kast hanskene hvis de blir kontaminert.

® For & minimere krysskontaminering skal du kun &pne ett rer om gangen.

® Bruk ikke komponenter fra andre sett med det settet du bruker for gyeblikket, med mindre
partinumrene er identiske.

e Unngé mikrobiell kontaminering av seftreagensene.

® For & ivareta vernet mot potensielt smittefarlig materiale anbefaler vi & arbeide under
laminar airflow-forhold inntil pravene er lysert.

® Folg instruksjonene fra protokollskjemaene (QlAcube) eller pa programvareskjermen
(QlAcube Connect MDx) knyttet til automatisering, og les de aktuelle brukerhandbgkene
(for QlAcube og QlAcube Connect MDx).

® Dette seftet skal kun brukes av personell som er opplaert i laboratoriepraksis for in vitro-

diagnostikk.
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Handtering av QlAamp MinElute-kolonner

P& grunn av sensitiviteten til nukleinsyreamplifikasjonsteknologi, er det viktig & felge disse
forholdsreglene ved héndtering av QlAamp MinElute-kolonner for & unngé krysskontaminering

mellom preveklargjeringer:

e Pafer prave eller lzsningen forsiktig pd QlAamp MinElute-kolonnen. Pipetter praven inn i

QIAamp MinElute-kolonnen uten & fukte kanten pd kolonnen.

e Skift pipettespisser mellom alle vaeskeoverfaringer. Det anbefales bruk av pipettespisser

med aerosolbarriere.
e Unngd & komme i kontakt med QlAamp MinElute-membranen med pipettespissen.

e Etter alle pulsvorteksblandingstrinn sentrifuger mikrosentrifugergrene kort for & fierne

dréper fra innsiden av lokket.

® Bruk hansker gjennom hele prosedyren. Bytt hansker straks hvis de kommer i kontakt med

proven.
Sentrifugering

® Vaskerer og elusjonsrer for alle sentrifugeringstrinn leveres sammen med settet.

® Senfrifugeringen av QlAamp MinElute-kolonner utferes ved ca. 6000 x g for & kunne
redusere sentrifugestayen. Sentrifugering av QlAamp MinElute-kolonner ved full hastighet
vil ikke pavirke ytelsen for DNA og RNA.

e For terrspinningen pd slutten av vaskeprosedyren og for elusjonen skal sentrifugeringen

utferes ved full hastighet.

o Alle sentrifugeringstrinn skal utferes ved romtemperatur
(15-25 °C).
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Behandling av QlAamp MinElute-kolonner i en mikrosentrifuge

e Lukk QlAamp MinElute-kolonnen fer den plasseres i mikrosentrifugen. Sentrifuger som

beskrevet.

® Fjern QlAamp MinElute-kolonnen og vask reret fra mikrosentrifugen.

e Plasser QlAamp MinElute-kolonnen i et nytt vaskergr. Kast filtratet og vaskeraret.
Vennligst merk at filtratet kan inneholde farlig avfall og skal avhendes p& egnet méte.

e Apne bare én QlAamp MinElute-kolonne om gangen, og vaer forsiktig s& du unngér &
generere aerosoler.

For effektiv parallell behandling av flere praver, anbefaler vi & fylle et stativ med vaskergr, slik
at QlAamp MinElute-kolonnene kan overferes til efter sentrifugering. Brukte vaskerer som
inneholder filtratet, kan kastes, og de nye vaskergrene som inneholder QlAamp MinElute-

kolonnene kan plasseres direkte i mikrosentrifugen.
Klargjere reagenser og buffere

e Klargjering av RNA

Jobb hurtig gjennom de manuelle trinnene i prosedyren ved klargjering av virus-RNA, og

les Vedlegg pé side 32 fer start.
e Klargjer QIAGEN Protease
Tilseft hele innholdet fra hetteglasset med 4,4 ml proteaselesning (PS) i hetteglasset med
lyofilisert QIAGEN Protease (QP), og bland forsiktig. For & unngd skumming blander du
innholdet ved & vende flasken flere ganger. Pé&se at QIAGEN Protease (QP) er helt opplast.
® Ikke tilsett QIAGEN Protease (QP) direkte i Buffer AL. *.
QIAGEN-protease, som er rekonstituert i proteaselasning, er stabil i ett ér ved lagring

ved 2-8 °C, men kun frem til seftets utlopsdato. Det skal unngds & holde QIAGEN

Protease lagerlsning ved romtemperatur over lengre tid.

* Inneholder kaotropisk salt. Ta rimelige laboratorieforholdsregler og bruk hansker ved hé&ndtering. lkke kompatibel
med desinfeksjonsmidler som inneholder blekemiddel. Se side 15 for sikkerhetsinformasjon.
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o Tilsetting av baerer-RNA til Buffer AL* (kun for den manuelle prosedyren)

Tilsett 310 pl Buffer AVE til reret som inneholder 310 pg lyofilisert baerer-RNA for &
oppnd en lasning pa 1 pg/pl. Les opp baerer-RNA grundig, del det i alikvoter i passende
storrelse, og oppbevar det ved 25 til =15 °C. Alikvoter med baerer-RNA mé ikke

fryses/tines mer enn 3 ganger.

® Baerer-RNA lases ikke opp i Buffer AL. Det mé forst lases i Buffer AVE og deretter
legges til Buffer AL.

Regn ut volumet pa Buffer Al-baerer-RNA-blandingen som er ngdvendig for hvert
proveparti ved & velge antall praver som skal behandles samtidig fra tabell 1, side 22.
Hvis det er et starre antall prever, kan volumet beregnes ved hjelp av

beregningsforslaget nedenfor.
nx0,22 ml =y ml
ymlx 28 pl/ml =z pl
der: n = antall prever som skal behandles samtidig
y = kalkulert volum av Buffer AL
z = volum av baerer-RNA-Buffer AVE som skal tilsettes Buffer AL

Bland forsiktig ved & vende reret forsiktig 10 ganger. For & unngd skumdannelse skal det ikke
brukes vorteksmikser. Tilsetting av baerer-RNA til Buffer AL skjer via QlAcube / QlAcube

Connect MDx for den automatiske prosedyren.

* Inneholder kaotropisk salt. Ta rimelige laboratorieforholdsregler og bruk hansker ved hé&ndtering. lkke kompatibel
med desinfeksjonsmidler som inneholder blekemiddel. Se side 15 for sikkerhetsinformasjon.
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Tabell 1. Volum (vol.) av Buffer AL og baerer-RNA-Buffer AVE-blandingen som er nodvendig for et bestemt antall (ant.)
prever for QIAamp DSP Virus Spin-prosedyren

Ant. prover Vol. B(:‘Flser AL R\[/q:l' X;EEre(:n Ant. prover Vol. I?;flger AL R\'/\&l. kiée(:n
1 0,22 ml 6,2 pl 13 2,86 ml 80,1 pl
2 0,44 ml 12,3 pl 14 3,08 ml 86,3 yl
3 0,66 ml 18,5 pl 14 3,30 ml 92,4 pl
4 0,88 ml 24,6 pl 16 3,52 ml 98,6 pl
5 1,10 ml 30,8 pl 17 3,74 ml 104,7 pl
[¢) 1,32 ml 37,0 pl 18 3,96 ml 110,9 pl
7 1,54 ml 43,1 ¢l 19 4,18 ml 117,0 pl
8 1,76 ml 49,3 yl 20 4,40 ml 123,2 pl
9 1,98 ml 55,4yl 21 4,62 ml 129,4 pl
10 2,20 ml 61,6 yl 22 4,84 ml 135,5 pl
11 2,42 ml 67,8 pl 23 5,06 ml 141,7 pl
12 2,64 ml 73,9 yl 24 5,28 ml 147,8 pl

Proveklargjeringsprosedyren er optimalisert for 5,6 pg baererRNA per prave. Hvis mindre baererRNA har vist

seg & vaere bedre for amplifikasjonssystemet, overfer kun den nedvendige mengden av opplest baerer-RNA fil
rerene som inneholder Buffer AL. For hvert mikrogram baerer-RNA som er nedvendig per klargjering, tilsett 5 pl Buffer
AVE-opplest baerer-RNA per milliliter Buffer AL. Bruk av mindre enn 5,6 pg baererRNA per prave mé valideres for
hver bestemte prevetype og nedstremsanalyse.
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Buffer AW *
Tilsett 25 ml etanol (96-100 %) til en flaske som inneholder 19 ml Buffer AW 1-konsentrat, slik

som beskrevet pd flasken. Merk av avkryssingsruten p& merket for & indikere at det er tilsatt
etanol. Lagre rekonstituert Buffer AW 1 ved romtemperatur. Rekonstituert Buffer AW er stabil

i inntil ett &r ved lagring ved romtemperatur, men kun inntil settets utlapsdato.
® Bland alltid rekonstituert Buffer AW1 ved & riste den fer prosedyren starter.

Buffer AW2T
Tilsett 30 ml etanol (?6-100 %) til en flaske som inneholder 13 ml Buffer AW2-konsentrat, slik

som beskrevet p& flasken. Merk av avkryssingsruten p& merket for & indikere at det er tilsatt
efanol. Lagre rekonstituert Buffer AW2 ved romtemperatur. Rekonstituert Buffer AW2 er stabil

i inntil eft &r ved lagring ved romtemperatur, men kun inntil settets utlapsdato.
® Bland alltid rekonstituert Buffer AW2 ved & riste den fer prosedyren starter.

Elusjon av nukleinsyrer

Elusjonsbuffer skal ekvilibreres til romtemperatur fer den péferes kolonnen.

* Inneholder kaotropisk salt. Ta rimelige laboratorieforholdsregler og bruk hansker ved handtering. lkke kompatibel
med desinfeksjonsmidler som inneholder blekemiddel. Se side 15 for sikkerhetsinformasjon.
t Inneholder natriumazid som konserveringsmiddel.
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Protokoll: Rensing av virale nukleinsyrer fra plasma eller serum ved
hielp av en mikrosentrifuge eller QlAcube / QlAcube Connect MDx

Til rensing av virale nukleinsyrer fra 200 pl plasma eller serum ved bruk av QlAamp DSP Virus

Spin Kit med en mikrosentrifuge eller automatisk pa QlAcube eller QlAcube Connect MDx.

Viktige punkter fer du starter

o Alle sentrifugeringstrinn utferes ved romtemperatur (15-25 °C).

® Prosedyren nedenfor gir instruksjoner for behandling av en enkelt preve. Flere prover kan

imidlertid behandles samtidig. Antallet avhenger av kapasiteten til mikrosentrifugen som

brukes.

e Automatisk behandling av 2-10 eller 12 praver kan utferes p& QlAcube eller QlAcube
Connect MDx.

e Folg instruksjonene fra protokollskjemaene (QlAcube) eller pa programvareskjermen
(QlAcube Connect MDx) knyttet til automatisering, og les de aktuelle brukerhéndbekene
(for QlAcube og QlAcube Connect MDx).

Dette mé& du gjere for du starter

Ekvilibrer praver til romtemperatur (15-25 °C).

® Ekvilibrer Buffer AVE til romtemperatur for elusjon i trinn 14.

® Sett p& varmen i en varmeblokk til 56 °C + 3 °C for bruk i trinn 4.

e Se til at Buffer AW, Buffer AW2 og QIAGEN Protease (QP) har blitt klargjort iht.

instruksjonene pé side 18-23.

o Tilsett baerer-RNA rekonstituert i Buffer AVE til Buffer AL iht. instruksjonene pd side 20

(kun for manuell prosedyre).
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Prosedyre

1.

Folg trinn 1-14 for den manuelle prosedyren med en mikrosentrifuge.

Denne prosedyren kan automatiseres p& QlAcube Connect MDx i to forskjellige

versjoner:

O Plasma or Serum_Standard: full automatisering og bruk av 200 ul preve (start fra
trinn 1)

O Plasma or Serum_Manual lysis: delvis automatisert med manuell lysering pd systemet
og bruk av 200 ul volum av opprinnelig preve (start etter trinn 5)

Merk: Se felgende protokollskjemaer for valg av protokoll pa QlAcube

(https:/ /www.qiagen.com/us/ qiacube/standard/search/).

Pipetter 25 pl QIAGEN Protease (QP) i et lyseringsrer (LT).

® Les “Klargjere reagenser og buffere” pé side 20 for informasjon om resuspendering

2.

av QIAGEN Protease (QP) i proteaselasning (PS).
Tilfer 200 pl plasma eller serum il lyseringsreret (LT).

Hvis prevevolumet er mindre enn 200 pl, skal et egnet volum p& 0,9 %
natriumkloridlgsning tilsettes for at volumet p& proteasen og preven skal né et totalt

volum pé& 225 pl.
Tilsett 200 pl Buffer AL (som inneholder 28 pg/ml baerer-RNA). Lukk lokket og bland ved

& utfere pulsvorteksblanding i =15 sekunder.

For & sikre effektiv lysering, er det avgjerende at preven og Buffer AL blandes grundig

for & fremskaffe en homogen lasning.

® Ikke tilsett QIAGEN Protease (QP) direkte i Buffer AL.

4.
5.

Inkuber ved 56 °C + 3 °C i 15 minutter =+ 1 minutt i en varmeblokk.
Sentrifuger lyseringsreret (LT) kort for & fierne dréper fra innsiden av lokket.

Merk: Hvis manuell lysering (trinn 1-5) ble gjort utenfor systemet, kan felgende trinn
(trinn 6-14) automatiseres: “Manual lysis protocol” p& QlAcube eller QlAcube Connect

MDx eller “Large Plasma samples_Manual lysis protocol” p& QlAcube.
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6. Tilsett 250 pl etanol (96-100 %) i preven, lukk lokket, og bland grundig med
pulsvorteksblanding i =15 sekunder. Inkuber lysatet med etanol i 5 minutter +
30 sekunder ved romtemperatur (15-25 °C).

® Hvis omgivelsestemperaturen overskrider 25 °C, skal etanol nedkigles pé is far

tilsetting til lysatet.
7. Sentrifuger reret kort for & fierne dréper fra innsiden av lokket.

8. Péfer forsiktig hele lysatet fra trinn 7 til QlAamp MinElute-kolonnen uten at kanten blir
vat. Lukk lokket og sentrifuger ved ca. 6000 x g i >1 minutt. Plasser QlAamp MinElute-

kolonnen i et rent 2 ml vaskerer (WT), og kast vaskereret som inneholder filtratet.

Hvis lysatet ikke har passert helt gjennom kolonnen etter sentrifugeringen, sentrifuger

igien ved hayere hastighet inntil QI Aamp MinElute-kolonnen er tom.

9. Apne forsiktig QlAamp MinElute-kolonnen, og tilsett 500 pl Buffer AW1 uten at kanten
blir v&t. Lukk lokket og sentrifuger ved ca. 6000 x g i >1 minutt. Plasser QlAamp
MinElute-kolonnen i et rent 2 ml vaskerer (WT), og kast vaskergret som inneholder
filtratet.

10. Apne forsiktig QlAamp MinElute-kolonnen, og ftilsett 500 pl Buffer AW?2 uten at kanten
blir v&t. Lukk lokket og sentrifuger ved ca. 6000 x g i >1 minutt. Plasser QlAamp

MinElute-kolonnen i et rent 2 ml vaskerer, og kast vaskergret som inneholder filtratet.

11. Apne forsiktig QlAamp MinElute-kolonnen, og ilsett 500 pl etanol (96-100 %) uten &
gjere kanten vé&t. Lukk lokket og sentrifuger ved ca. 6000 x g i >1 minutt. Kast vaskergret

som inneholder filtratet.

Etanolmedriving fil eluatet kan fordrsake problemer i downstream-applikasjoner. Noen
sentrifugerotorer kan vibrere ved deselerasjon, som farer til gjennomstremning, som
inneholder etanol som kommer i kontakt med QlAamp MinElute-kolonnen. Fjerning av
QIAamp MinElute-kolonnen og vaskeraret fra rotoren kan ogsé fere til at vaesken kommer
i kontakt med QIAamp MinElute-kolonnen.

12. Plasser QlAamp MinElute-kolonnen i et rent 2 ml vaskerer (WT). Sentrifuger ved full
hastighet (ca. 20 000 x g) i 3 minutter + 30 sekunder for & terke membranen helt.
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13. Plasser QlAamp MinElute-kolonnen i et nytt 2 ml vaskergr (WT), dpne lokket og inkuber

enheten ved 56 °C + 3 °C i 3 minutter + 30 sekunder for & terke membranen helt.
Dette trinnet tiener til & fordampe all resterende vaeske.

14. Plasser QlAamp MinElute-kolonnen i et elusjonsrer (ET) og kast vaskergret med filtratet.
Apne forsiktig lokket pa QlAamp MinElute-kolonnen, og péfer 20-150 pl Buffer AVE pé
midten av membranen. Lukk lokket og inkuber ved romtemperatur i 5 min. Sentrifuger
ved full hastighet (ca. 20 000 x g) i >1 minutt.

® Ved alle automatiserte prosedyrer skal eluatene fiernes fra instrumentet rett etter at

kjeringen er ferdig og oppbevares forskriftsmessig.

® Sikre at elusjonsbufferen ekvilibreres til romtemperatur. Hvis elusjonen utferes i smé&
volum (<50 pl), mé elusjonsbufferen dispenseres p& midten av membranen for
fullstendig elusjon av bundet RNA og DNA.

Elusjonsvolumet er fleksibelt og kan tilpasses ifelge kravene til downstream-
applikasjonen. Husk at det gjenvunnede eluatvolumet vil vaere omtrent 5 pl mindre enn

elusjonsbuffervolumet som péfares kolonnen.
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Kvalitetskontroll

| henhold til QIAGENSs ISO-sertifiserte kvalitetsstyringssystem, testes hvert parti med QlAamp

DSP Virus Spin Kit mot forhandsbestemte spesifikasjoner for & sikre konsekvent produktkvalitet.

Begrensninger

Systemytelsen har blitt fastsatt ved bruk av plasma- og serumpraver for isolering av virale

nukleinsyrer.

Det er brukerens ansvar & validere systemets ytelse for andre prosedyrer som brukes i

laboratoriet, og som ikke dekkes av QIAGEN-undersgkelser av ytelse.

For & redusere risikoen for negativ innvirkning p& de diagnostiske resultatene skal det brukes
egnede kontroller for downstream-applikasjoner. For ytterligere validering anbefales
retningslinjene fra International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH)
ICH Q2(R1) Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology.

Alle diagnostiske resultater som genereres, mé& tolkes i sammenheng med andre kliniske funn

eller laboratoriefunn.
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Symboler

Falgende symboler kan vises i bruksanvisningen eller p& emballasjen og merkingen:

Symboldefinisjon

Inneholder reagenser som er filstrekkelig til <N>
reaksjoner

Se bruksanvisningen

Brukes innen

<
o

~R-FEEERE"E <

Medisinsk utstyr for in vitro-diagnostikk
Katalognummer

Viktig merknad

LO Partinummer

Materialnummer (dvs. komponentmerking)

Komponenter

Volum

Temperaturbegrensning

Produsent

Ved ankomst
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Symboldefinisjon

N
//\

>

Ved levering: oppbevar QlAamp MinElute-kolonner ved
2-8°C

Skriv ned dagens dato etter at du har tilsatt etanol i
flasken

Tilsetter
Inneholder
Lyofilisert

Rekonstituer i

Etanol

Guanidinhydroklorid
Maleinsyre
Subtilisin

Globalt artikkelnummer
Forer til

Nummer

R er for revision av bruksanvisningen, og n er
revisjonsnummeret

Mé beskyttes mot sollys

Advarsel/forsiktig
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Kontaktinformasjon

For teknisk assistanse og mer informasjon, se vdart tekniske supportsenter pa

www.giagen.com/Support (se www.giagen.com for kontakinformasjon).
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Vedlegg

Hdandtere RNA

Ribonukleaser (RNaser) er sveert stabile og aktive enzymer som vanligvis ikke trenger
kofaktorer for & fungere. Siden RNaser er vanskelige & inaktivere, og selv de minste mengdene
er nok til & edelegge RNA, ikke bruk plast eller glass uten forst & eliminere mulig RNase-
kontaminering. Du ber veere svaert naye med & unngé at RNase utilsiktet infroduseres i RNA-
preven under eller etter isolasjonsprosedyren. For & opprette og vedlikeholde et RNase-fritt
miljz, m& du overholde visse forholdsregler under forhéndsbehandling og bruk av engangs-

og ikke-engangskar og lasninger nér du jobber med RNA.

Generell h&ndtering

Riktig mikrobiologisk, aseptisk teknikk skal alltid brukes ved arbeid med RNA. Det er bakterier
pd& hender og stevpartikler, og disse er de vanligste kildene til RNase-kontaminering. Bruk
alltid lateks- eller vinylhansker ved héndtering av reagenser og RNA-prever for & forhindre
RNase-kontaminering fra overflaten av huden eller fra stevete laboratorieutstyr. Byt hansker

ofte og hold rerene lukket.

Plastdeler til flergangsbruk

Plastdeler til flergangsbruk skal behandles far bruk for & sikre at de er RNase-fri. Plastdeler
skal skylles grundig med 0,1 M NaOH,* 1 mM EDTA* etterfulgt av RNasefritt vann* (se
“Lasninger”, side 33). Alternativet kan kloroformresistente plastdeler skylles med kloroform*

for & inaktivere RNaser.

* Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med kjemikalier. Se gjeldende
sikkerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS) som leveres av leveranderen av produktet, hvis du ensker mer
informasjon.
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Glassdeler

Glassdeler skal behandles fer bruk for & sikre at de er RNasefri. Glassdeler som brukes til
RNA-arbeid skal rengjeres med vaskemiddel, skylles grundig og ovnsstekes ved > 240 °C i
fire eller flere timer (over natten, hvis det er mer praktisk) for bruk. Kun autoklavering vil ikke
fullstendig inaktivere mange RNaser. Steking i ovn vil béde inaktivere ribunukleaser og sikre
at ingen andre nukleinsyrer (slik som plasmid-DNA) forblir p& overflaten til glassdelene.
Alternativt kan glassdeler behandles med DEPC* (dietylpyrokarbonat). Dekk til glassdelene
med 0,1 % DEPC i vann over natten (12 timer) ved 37 °C, og autoklaver eller varm opp il
100 °C i 15 minutter for & fjerne DEPC.

® Corex®rgr skal anses vaere RNase-fri ved behandling med DEPC og ikke ved steking.

Dette vil redusere feilraten for denne typen rer i lgpet av sentrifugering.

Elektroforesetanker

Elekiroforesetanker skal vaskes med vaskemiddellgsning (f.eks. 0,5 % SDS),* skylles med
vann, terkes med etanol*T og deretter fylles med en lasning med 3 % hydrogenperoksid*.
Etter 10 minutter ved romtemperatur skal elekiroforesetankene skylles grundig med RNase-fritt

vann.

Lasninger

Lasninger (vann og andre lgsninger) skal behandles med 0,1 % DEPC. DEPC vil reagere med
primaere aminer og kan ikke brukes direkte for & behandle Tris-bufre. DEPC er hayst ustabilt i
tilstedevaerelsen av Tris-bufre og nedbrytes hurtig til etanol og CO2. Ved klargjering av Tris-

bufre, behandle ferst vann med DEPC og opples deretter Tris for & lage passende buffer.

* Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med kjemikalier. Se gjeldende
sikkerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS) som leveres av leveranderen av produktet, hvis du ensker mer
informasjon.

T Inneholder natriumazid som konserveringsmiddel.
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DEPC er en sterk, men ikke absolutt, inhibitor for RNaser. Det brukes vanligvis ved en
konsentrasjon p& 0,1 % for & inaktivere RNaser pa glass eller plastdeler eller for & opprette
RNasefri lgsninger og vann. DEPC inaktiverer RNaser ved kovalent modifisering.
Spormengder av DEPC vil modifisere purine rester i RNA gjennom karbetoksylering.
Karbetoksylert RNA overfares med svaert lav effektivitet i cellefri systemer. Men dets evne til &
danne DNA:RNA- eller RNA:RNA-hybrider er ikke betydelig p&virket med mindre en stor andel
av purinrestene har blitt modifisert. Resterende DEPC md alltid fiernes fra lzsninger eller kar

giennom autoklavering eller oppvarming til 100 °C + 3 °C i 15 minutter + 1 minutt.

Tilsett 0,1 ml DEPC til 100 ml av lzsningen som skal behandles, og rist kraftig for & f& DEPC
inn i lesningen, eller la lzsningen inkubere i >12 timer ved 37 °C = 3 °C. Autoklaver i
15 minutter + 1 minutt for & fierne alle spor av DEPC. Det kan vaere anskelig & teste vannkilder
for tilstedevaerelse av kontaminerende RNaser, siden mange kilder av destillert vann er fri for
RNase-aktivitet.

® QIAamp DSP Virus Spin Kitbufre er ikke gjort RNase-fri ved DEPC-behandling og er
derfor fri for DEPC-kontaminering.

34 Bruksanvisning (héndbok) for QlAamp DSP Virus Spin Kit  01/2021



Bestillingsinformasjon

Produkt Innhold Kat.nr.
QIAamp DSP Virus Spin Kit (50)  Til 50 klargjeringer: QlAamp Mini 61704
Spin Columns, buffere, reagenser, rer,
VacConnectors
Relaterte produkter
QlAcube Connect MDx* Garanti pd instrumentet og 1 ars 9003070
garanti p& deler og arbeid
Tilbehor
Rotor Adapters Til 240 klargjeringer: 990394
240 engangsrotoradaptere og
240 elusjonsrer (1,5 ml); til bruk med
QlAcube
Rotor Adapter Holder Holder for 12 engangsrotoradaptere, 990392
til bruk med QlAcube
Sample Tubes CB 1000 konformede skruhettergr uten 990382
skjert (2 ml) for bruk med QlAcube og
QlAcube Connect
Shaker Rack Plugs Til innsetting av QlAcube-risterstativ 9017854
Reagent Bottles, 30 ml Reagensflasker (30 ml) med lokk, 990393
pakke med 6; til bruk med QlAcube
Filter-Tips, 1000 pl Engangsfilterspisser, i stativ, (8 x 128). 990352
Til bruk med QlAcube
Filter-Tips, 1000 pl, wide-bore Engangsfilterspisser, bred diameter, 990452
i stativ, (8 x 128); kreves ikke for alle
protokoller. Til bruk med QlAcube
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Produkt Innhold Kat.nr.

Filter-Tips, 200 pl Engangsfilterspisser, i stativ, (8 x 128). 990332
Til bruk med QlAcube- og
QIAsymphony SP-/AS-instrumenter

* QlAcube Connect MDx er ikke ftilgjengelig i alle land. Kontakt QIAGENS tekniske serviceavdeling for mer
informasjon.

Hvis du @nsker oppdatert lisensinformasjon og produkispesifikke ansvarsfraskrivelser, kan du

se i handboken eller bruksanvisningen for det akiuelle QIAGEN-settet. Handbgker og

bruksanvisninger for QIAGEN Kit er tilgjengelige p& www.qiagen.com eller kan leveres fra

QIAGENS tekniske serviceavdeling eller den lokale distributaren.
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Endringshistorikk for dokument

Revisjon Beskrivelse

R7,01/2021 Folgende deler er oppdatert: “Automatisk rensing av viral nukleinsyre
pé& QlAcube eller QlAcube Connect MDx", "Materialer som er
nadvendige, men ikke medfalger", "Advarsler og forholdsregler",
"Protokoll: Rensing av virale nukleinsyrer fra plasma eller serum ved
hjelp av en mikrosentrifuge eller QlAcube / QlAcube Connect MDx,
"Symboler" og "Bestillingsinformasjon".

Felgende deler er fiernet: “Ytelsesegenskaper” og "Referanser".
En ny figur er satt inn (bilde av QIAcube Connect MDx).
Referanser er lagt til QlAcube Connect MDx og dets tilbeher.

Endringer i redaksjonelt innhold og layout.
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Begrenset lisensavtale for QIAamp DSP Virus Spin Kit
Bruk av dette produktet innebazerer at enhver kjgper eller bruker av produktet samtykker i felgende vilkar:

1. Produktet kan bare brukes i samsvar med protokollene som leveres med produktet og denne handboken, og skal bare brukes med komponenter som er inkludert
i panelet. QIAGEN gir ingen lisens for noen av sine &ndsprodukter til & bruke eller innlemme komponenter i dette panelet med andre komponenter som ikke er
inkludert i dette panelet, med unntak av det som er beskrevet i protokollene som leveres med produktet, denne héndboken og andre protokoller som er tilgjengelige pa
www.qiagen.com. Noen av disse andre protokollene er utarbeidet av QIAGEN-brukere for QIAGEN-brukere. Disse protokollene er ikke blitt grundig testet eller
optimalisert av QIAGEN. QIAGEN garanterer ikke for dem og gir heller ingen garanti for at de ikke krenker rettighetene fil tredjeparter.

2. QIAGEN gir ingen garanti for at dette panelet og/eller dets bruk ikke krenker rettighetene fil tredjeparter, bortsett fra uttrykkelig oppgitte lisenser.

3. Dette panelet og er lisensiert fil bruk og kan ikke brukes flere ganger, modifiseres eller selges pa nytt.

4. QIAGEN frasier seg spesifikt andre lisenser, uttrykt eller antydet, bortsett fra de som er uttrykkelig oppagitt.

5. Kjoperen og brukeren av panelet samtykker i at de ikke skal gjere eller la noen andre gjere noe som kan resultere i eller fremme handlinger som er forbudt
ovenfor. QIAGEN kan handheve forbud i denne begrensede lisensavtalen i en hvilken som helst domstol, og skal f& tilbake alle sine etterforsknings- og
domstolskostnader, inkludert advokathonorarer, knyttet il enhver handling som iverksettes for & handheve denne begrensede lisensavtalen eller eventuelle immaterielle
reftigheter forbundet med panelet og/eller komponentene.

Oppdaterte lisensvilkér er tilgjengelige p& www.qiagen.com.

Varemerker: QIAGEN®, QIAamp®, QlAcube®, MinElute® (QIAGEN Group); Corex® (Corning, Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co.). Registrerte navn, varemerker osv.
som brukes i dette dokumentet, skal ikke anses som ubeskyttet ved lov, selv nér de ikke er spesielt merket som sadan.

01/2021 HB-0417-007 1122785 © 2021 QIAGEN, med enerett.
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