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Przeznaczenie

Zestaw QlAamp DSP Virus Spin Kit to system, ktéry wykorzystuje technologie membrany
krzemionkowej (technologia QlAamp) do izolacji i oczyszczania wirusowych kwasow

nukleinowych z prébek biologicznych.

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak

technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularne;.

Zestaw QlAamp DSP Virus Spin Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.
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Opis i procedura

Procedura QlAamp DSP Virus Spin obejmuje 4 etapy (liza, wigzanie, ptukanie i elucja) i jest
przeprowadzana przy uzyciu kolumn QIAamp MinElute® w standardowej mikrowiréwce lub
w zautomatyzowany sposob w aparatach QlAcube i QlAcube Connect MDx. Procedura jest
zaprojektowana w taki sposob, aby zminimalizowa¢ mozliwos¢ zanieczyszczenia
krzyzowego miedzy prébkami i umozliwia bezpieczne postepowanie z potencjalnie
zakaznymi probkami. Prosta procedura QlAamp DSP Virus Spin jest odpowiednia do
przetwarzania wielu prébek jednoczesnie. Zestaw QlAamp DSP Virus Spin Kit moze by¢
uzywany do izolacji wirusowego RNA i DNA szerokiej gamy wirusow RNA i DNA. Nie
okreslono jednak parametréw skutecznosci dla kazdego gatunku wirusa i musi ona zostac

zwalidowana przez uzytkownika.

Zautomatyzowane oczyszczanie wirusowego kwasu nukleinowego
w aparacie QIAcube lub QlAcube Connect MDx

W aparatach QIAcube i QIAcube Connect MDx w sposob zautomatyzowany
przeprowadzane sg etapy izolacji i oczyszczania kwasow nukleinowych. Aparaty te
umozliwiajg przetwarzanie do 12 probek w jednym cyklu.

W przypadku stosowania zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit w sposéb zautomatyzowany
w aparacie QlAcube lub aparacie QlAcube Connect MDx, aparat moze przetwarza¢ mniej
niz 50 probek z powodu objetosci martwych, parowania i dodatkowego zuzycia odczynnikow
poprzez zautomatyzowane pipetowanie. Firma QIAGEN gwarantuje 50 przygotowan probek
tylko w przypadku recznego stosowania zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit.
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QlAcube

Ryc. 1. Aparat QlAcube.
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QlAcube Connect MDx

Ryc. 2. Aparat QlAcube Connect MDx.

Liza w obecnosci proteazy QIAGEN Protease

Prébki poddawane sg lizie w warunkach wysoce denaturujgcych przy podwyzszonych
temperaturach. Liza zachodzi w obecnosci proteazy QIAGEN Protease i buforu Buffer AL,
ktore wspdlnie zapewniajg inaktywacje RNaz.

Adsorpcja do membrany kolumny QlAamp MinElute

Warunki wigzania dostosowuje sie poprzez dodanie etanolu w celu umozliwienia
optymalnego wigzania wirusowego RNA i DNA do membrany. Lizaty nanosi si¢ nastepnie
na kolumne QlAamp MinElute, a wirusowe kwasy nukleinowe ulegajg adsorpcji na
membranie z zelu krzemionkowego w miarge przesgczania lizatu pod wpltywem

odwirowywania. Sél i srodowisko pH zapewniaja, ze biatko i inne zanieczyszczenia, ktore
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mogg powodowac inhibicje reakcji PCR i innych dalszych reakcji enzymatycznych, nie sg

zatrzymywane na membranie kolumny QlAamp MinElute.

Probowki do ptukania o pojemnosci 2 ml (dostarczone w zestawie) wspomagajg kolumne
QlAamp MinElute podczas etapow fadowania i ptukania.

Usuwanie pozostatosci zanieczyszczen

Kwasy nukleinowe pozostajg zwigzane z membrang, podczas gdy zanieczyszczenia sg
efektywnie wyptukiwane podczas 3 etapdw ptukania. Podczas jednego etapu wysoce czyste
wirusowe RNA i DNA s3 eluowane w buforze Buffer AVE, zréwnowazonym do temperatury
pokojowe;.

Elucja czystych kwasow nukleinowych

Elucja jest wykonywana za pomocag buforu Buffer AVE. Kolumny QlAamp MinElute
umozliwiajg uzyskanie minimalnych objetosci elucji wynoszgcych jedynie 20 ul. Niska

objetos¢ elucji prowadzi do otrzymania wysoce stezonych eluatow kwasu nukleinowego.

W przypadku dalszych zastosowan, ktére wymagajg matych objetosci poczatkowych

(np. niektore testy PCR i RT-PCR), bardziej stezony eluat moze zwiekszaé czutos$¢ testu.

Do dalszych zastosowan wymagajgcych wiekszych objetosci poczgtkowych mozna
zwiekszy¢ objetos¢ elucji do 150 pl. Jednak zwiekszenie objetosci elucji zmniejszy stezenie

kwaséw nukleinowych w eluacie.

Odzyskana objetos¢ eluatu moze by¢ do 5 ul mniejsza niz objetos¢ buforu do elucji naniesiona
na kolumne, na przyktad objetos$¢ buforu do elucji wynoszaca 20 pl prowadzi do uzyskania >15

koncowego eluatu. Objetos¢ odzyskanego eluatu zalezy od wiasciwosci probki.

Kwasy nukleinowe po elucji zbiera sie w 1,5 ml probéwkach do elucji (ET, dostarczone
w zestawie). Zalecane jest przechowywanie DNA lub RNA w temperaturach od —30 do —15°C.
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Uzyski wirusowego kwasu nukleinowego wyizolowanego z prébek biologicznych zwykle sg
nizsze niz 1 ug. W celu okreslenia uzyskéw zalecane jest uzycie ilosciowych metod
amplifikacji. Podczas iloSciowego oznaczenia kwasow nukleinowych wyizolowanych za
pomocg protokotu QlAamp DSP Virus Spin nalezy pamietac, ze probka bedzie zawiera¢

znacznie wigkszg ilo$¢ nosnika RNA niz wirusowego RNA.
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Procedura QlAamp DSP Virus Spin
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Nosnik RNA

Nos$nik RNA stuzy dwédm celom: Po pierwsze wzmacnia wigzanie wirusowych kwasow
nukleinowych do membrany kolumny QlAamp, zwtaszcza jesli w prébce jest bardzo mato
czgsteczek docelowych. Po drugie dodanie duzych ilosci nosnika RNA zmniejsza
prawdopodobienstwo rozktadu wirusowego RNA w rzadkich przypadkach, gdy czgsteczki
RNaz nie ulegng denaturacji pod wptywem soli chaotropowych i detergentu zawartego
w buforze Buffer AL. Jes$li do buforu Buffer AL nie jest dodany nosnik RNA, moze to

prowadzi¢ do zmniejszonego odzysku wirusowego RNA lub DNA.

Rozne systemy amplifikacji roznig sie pod katem skutecznosci w zaleznosci od catkowitej
ilosci kwasu nukleinowego obecnego w reakcji. Eluaty z tego zestawu zawierajg wirusowe
kwasy nukleinowe i no$nik RNA, a ilos¢ nosnika RNA znacznie przekracza ilos¢ wirusowych
kwasow nukleinowych. Obliczenia, ile eluatu dodaé do dalszych amplifikacji, nalezy z tego
powodu opiera¢ na ilosci dodanego nosnika RNA. W celu osiggniecia najwyzszych
pozioméw czutosci w reakcjach amplifikacji moze by¢ konieczne dostosowanie iloSci
nosnika RNA dodanego do buforu Buffer AL.

Dodanie kontroli wewnetrznych

Stosowanie protokotu QIAamp DSP Virus Spin w potgczeniu z dostepnymi w handlu
systemami amplifikacji moze wymagaé wprowadzenia kontroli wewnetrznej do procedury
oczyszczania. Kontrole wewnetrzng RNA lub DNA nalezy doda¢ razem z nosnikiem RNA do
buforu do lizy. W celu uzyskania optymalnej skutecznosci oczyszczania czasteczki kontroli
wewnetrznej powinny by¢ dtuzsze niz 200 nukleotyddw, poniewaz mniejsze czasteczki nie

sg skutecznie odzyskiwane.

W celu ustalenia optymalnego stezenia nalezy zapozna¢ sie z instrukcjami producenta.

Zastosowanie stezenia innego niz zalecane moze zmniejszy¢ skuteczno$¢ amplifikacji.

12 QlAamp DSP Virus Spin Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 01/2021



Podsumowanie i objasnienie

Zestaw QlAamp DSP Virus Spin Kit wykorzystuje powszechnie znang technologie do
jednoczesnego oczyszczania wirusowego DNA i RNA. Zestaw taczy wilasciwosci
selektywnego wigzania membrany krzemionkowej z elastycznymi objetosciami eluciji
wynoszgcymi od 20 do 150 pl. Procedura ta nadaje sie do stosowania z osoczem i surowica.
Probki mogg by¢ Swieze lub zamrozone, pod warunkiem, ze nie byly zamrazane
i rozmrazane wiecej niz raz (patrz strona 20). Wirusowe kwasy nukleinowe sg eluowane
buforem Buffer AVE, gotowe do uzycia w reakcjach amplifikacji lub do przechowywania

w temperaturze od —30 do —15°C.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

QlAamp DSP Virus Spin Kit

Nr katalogowy 61704
Liczba przygotowan 508
QlAamp  QlAamp MinElute Columns with Wash Tubes (WT) COL 50

MinElute  (Kolumny QIAamp MinElute z probéwkami do
ptukania) (2 ml)

LT Lysis Tubes (Probdéwki do lizy) (2 ml) TUBE 50
ET Elution Tubes (Proboéwki do elucji) (1,5 ml) 50
WT Wash Tubes (Probéwki do ptukania) (2 ml) w 5x 50
AL Lysis Buffer (Bufor do lizy)* BUF 33 ml
AW1 Wash Buffer 1 (Bufor ptuczacy 1)* (koncentrat) I WASH I BUF I 1 ICONCI 19 ml
AW2 Wash Buffer 2 (Bufor ptuczacy 2) (koncentrat) I WASH I BUF I 2 ICONCI 13 ml
AVE Elution Buffer (Bufor do elucji) (fioletowe zatyczki) 4x2ml
PS Protease Solvent (Rozpuszczalnik proteazy)t 4,4 ml
Carrier Carrier RNA (Nosnik RNA) (czerwone zatyczki) m 310 pg

QP QIAGEN Protease* QPROT 1 fiolka

- Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) m 1

*

Zawiera sél chaotropowa. Podjgé odpowiednie srodki ostroznosci i nosi¢ rekawiczki podczas pracy. Produkt nie jest
zgodny ze $rodkami dezynfekujgcymi zawierajacymi wybielacz. Wigcej informacji mozna znalez¢ na stronie 16.

Zawiera azydek sodu jako $rodek konserwujacy.

Patrz ,Przygotowanie odczynnikéw i buforéw”, strona 23.

W przypadku stosowania zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit w sposéb zautomatyzowany w aparacie QlAcube
lub QlAcube Connect MDx, aparat moze przetwarza¢ mniej niz 50 prébek z powodu objetosci martwych,
parowania i dodatkowego zuzycia odczynnikéw poprzez zautomatyzowane pipetowanie. Firma QIAGEN
gwarantuje 50 przygotowan prébek tylko w przypadku recznego stosowania zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit.

o H
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z kartami charakterystyki (safety data sheet,

SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegdlnych produktow.

Etanol (96-100%)*

e Pipety' i koncowki do pipet (aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia krzyzowego
zdecydowanie zaleca sie uzywanie koncéwek do pipet z barierami aerozolowymi)

e Blok grzewczyt do lizy probek w temperaturze 56°C

® Mikrowiréwka® (z rotorem dla probowek o pojemnosci 1,5 ml i 2 ml)

® Wytrzgsarka

® Dla probek o objetosci <200 pl: 0,9-procentowy roztwér NaCl

Tylko dla procedury zautomatyzowanej

® Rotor Adapters, nr kat. 990394

e Rotor Adapter Holder, nr kat. 990392

® Sample Tubes CB (2 ml), nr kat. 990382 (probowka wejsciowa z prébka)
® Shaker Rack Plugs, nr kat. 9017854

® Reagent Bottles, 30 ml, nr kat. 990393

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

e Filter-Tips, 1000 pl, z duzym otworem wylotowym, nr kat. 990452

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

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

* Nie uzywac¢ alkoholu denaturowanego, ktdry zawiera inne substancje, takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.
T W celu zapewnienia wtasciwego przetwarzania probek w procedurach zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit
zdecydowanie zaleca sig kalibrowanie sprzetu (np. pipet i blokéw grzewczych) zgodnie z zaleceniami producenta.
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Nalezy pamiegtaé, ze moze by¢ wymagane zgtoszenie powaznych incydentow, ktére
wystapity w zwigzku z wyrobem, producentowi oraz witasciwemu organowi panstwa,

w ktérym przebywa uzytkownik i/lub pacjent.

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa
Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (safety
data sheet, SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod
adresem www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwag¢, wyswietla¢ i drukowac

karty charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawdw firmy QIAGEN.

PRZESTROGA: NIE dolewa¢ wybielacza ani roztworéw kwasowych
bezposrednio do odpadéw powstatych po przygotowaniu prébek.

Bufory Buffer AL i Buffer AW1 zawierajg chlorowodorek guanidyny, ktéry moze tworzy¢
wysoce reaktywne zwigzki w potaczeniu z wybielaczem. W przypadku rozlania ptynu
zawierajgcego te bufory nalezy wyczysci¢é go za pomoca odpowiedniego detergentu
laboratoryjnego i wody. Jesli rozlany ptyn zawiera czynniki potencjalnie zakazne, nalezy
wyczy$ci¢ zalany obszar najpierw detergentem laboratoryjnym i wodg, a nastepnie

1-procentowym (v/v) podchlorynem sodu.
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Jesli butelki zawierajgce bufor sg uszkodzone lub nieszczelne, podczas ich wyrzucania

nalezy nosic¢ rekawiczki i okulary ochronne, aby unikng¢ obrazen ciata lub spowodowania

obrazen u innych oséb.

Firma QIAGEN nie badata odpaddw ptynnych powstajgcych w procedurach QlAamp DSP Virus
Spin pod katem wystepowania pozostatosci materiatdw zakaznych. Zanieczyszczenie odpadow
ptynnych pozostatosciami materiatéw zakaznych jest mato prawdopodobne, ale nie mozna go

catkowicie wykluczyé. Z tego powodu odpady ptynne nalezy traktowaé jako zakazne i nalezy

postepowac z nimi oraz usuwac je zgodnie z lokalnymi przepisami bezpieczenstwa.

Do sktadnikéw zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit majg zastosowanie nastgepujgce zwroty

wskazujgce na zagrozenia i okreslajgce srodki ostroznosci:

Buffer AL

Buffer AWA1

Zawiera: chlorowodorek guanidyny; kwas maleinowy. Ostrzezenie!
Moze dziata¢ szkodliwie po potknieciu lub w nastepstwie wdychania.
Dziata draznigco na skoére. Powoduje powazne podraznienie oczu.
Moze powodowac¢ reakcje alergiczng skoéry. W przypadku
utrzymywania sie podraznienia oczu: Zasiegng¢ porady/zgtosi¢ sie
pod opieke lekarza. Zdjg¢ skazong odziez i uprac jg przed ponownym
uzyciem. Stosowaé rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
oczu/ochrone twarzy.

Zawiera: chlorowodorek guanidyny. Ostrzezenie! Dziata szkodliwie
po potknieciu lub w nastepstwie wdychania. Dziata draznigco na
skére. Powoduje powazne podraznienie oczu. W przypadku ztego
samopoczucia skontaktowa¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC lub
z lekarzem. Zawartosé/pojemnik nalezy utylizowac¢ w zatwierdzonym
zaktadzie przetwarzania odpadéw. Zdja¢ skazong odziez i upra¢ jg
przed ponownym uzyciem. Stosowac¢ rekawice ochronne/odziez
ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.
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QIAGEN Protease

A Zawiera: subtylizyne.  Niebezpieczenstwo! Powoduje tagodne
- podraznienie skory. Powoduje powazne uszkodzenie

oczu. Moze powodowaé objawy alergii lub astmy lub trudnosci
w oddychaniu w nastepstwie wdychania. Unika¢ wdychania
pytu/dymu/gazu/mgietki/oparéw/rozpylonej cieczy. Zawartosé/pojemnik
nalezy utylizowaé w zatwierdzonym zaktadzie przetwarzania odpadow.
W przypadku wystgpienia objawdéw ze strony uktadu oddechowego:
Skontaktowa¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC Iub z lekarzem.
W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: ostroznie pluka¢ wodg
przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg zatoZzone
i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptuka¢. W PRZYPADKU DOSTANIA SIE
DO DROG ODDECHOWYCH: w przypadku trudnosci z oddychaniem
wyprowadzi¢ lub wynies¢ poszkodowanego na Swieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do odpoczynku w pozycji umozliwiajacej
swobodne oddychanie. Natychmiast skontaktowaé sie z OSRODKIEM
ZATRUC lub lekarzem. Stosowaé rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy. Stosowa¢ indywidualne $rodki
ochrony drég oddechowych.

18 QlAamp DSP Virus Spin Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 01/2021



Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Kolumny QlAamp MinElute nalezy po otrzymaniu przechowywaé w temperaturze 2—8°C.

Wszystkie bufory mozna przechowywa¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).

Liofilizowany nosnik RNA mozna przechowywa¢ w temperaturze pokojowej do uptywu
terminu waznosci podanego na opakowaniu zestawu. Nosnik RNA mozna rozpuszczac
wylgcznie w buforze Buffer AVE; rozpuszczony nosnik RNA nalezy natychmiast doda¢ do
buforu Buffer AL zgodnie z opisem na stronie 23 (dotyczy wytgcznie procedury recznej). Ten
roztwor nalezy swiezo przygotowywac i jest on stabilny w temperaturze 2—8°C przez maks.
48 godzin. Niewykorzystane czesci nosnika RNA rozpuszczonego w buforze Buffer AVE
nalezy zamrozi¢ w rownych porcjach w temperaturze od —30°C do —15°C.

Liofilizowang proteaze QIAGEN Protease (QP) mozna przechowywa¢ w temperaturze
pokojowej do daty waznosci zestawu bez negatywnego wplywu na skutecznosé.

Proteaza QIAGEN Protease (QP) zrekonstytuowana w rozpuszczalniku proteazy (PS) jest
stabilna przez maks. 1 rok w przypadku przechowywania w temperaturze 2—-8°C, ale tylko
do terminu waznosci zestawu. Nalezy unika¢ przechowywania roztworu podstawowego
proteazy QIAGEN Protease w temperaturze pokojowej przez dtuzszy czas.

Zrekonstytuowany bufor ptuczacy 1 (AW1) i zrekonstytuowany bufor ptuczacy 2 (AW2) sa
stabilne przez maks. 1 rok w przypadku przechowywania w temperaturze pokojowej, ale
tylko do terminu waznosci podanego na opakowaniu zestawu.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Po pobraniu i odwirowaniu osocze i surowice mozna przechowywac¢ w temperaturze 2—-8°C
przez maks. 6 godzin. W celu dtugotrwatego przechowywania zalecane jest zamrozenie
w réwnych porcjach w temperaturze od —80 do -20°C. Zamrozonych prébek osocza
lub surowicy nie wolno rozmraza¢ wiecej niz raz. Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie
prowadzi do denaturacji i wytrgcania biatek, co powoduje zmniejszenie miana wirusow
iztego powodu zmniejszone uzyski wirusowych kwaséw nukleinowych. Ponadto
krioprecypitaty powstate podczas zamrazania-rozmrazania zatykajg membrane kolumny
QlAamp MinElute. Jesli krioprecypitaty sg widoczne, mozna je zebra¢ przez odwirowanie
przy okoto 6800 x g przez 3 minuty. Oczyszczony supernatant nalezy usung¢ i natychmiast
podda¢ obrébce bez naruszania osadu.
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Procedura

Wazne informacje przed rozpoczeciem

® Po otrzymaniu zestawu nalezy sprawdzi¢ sktadniki zestawu pod katem uszkodzen.
Jesli uszkodzone sg opakowania blistrowe lub butelki z buforami, nalezy skontaktowac¢
sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem. W przypadku
rozlania ptynéw nalezy zapoznac¢ sie z czescig ,Ostrzezenia i $rodki ostroznosci”
(strona 16). Nie uzywac uszkodzonych sktadnikéw zestawu, poniewaz ich uzycie moze
prowadzi¢ do obnizenia skutecznosci zestawu.

® Nalezy zawsze stosowacé sprzet niezawierajgcy RNaz.

® Nalezy zawsze zmienia¢ koncowki do pipet pomiedzy przenoszeniami ptynéw. W celu
zminimalizowania prawdopodobienstwa zanieczyszczenia krzyzowego zalecamy
stosowanie koncéwek do pipet z barierg aerozolowa.

o Wszystkie etapy wirowania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).

® Nalezy zawsze uzywac rekawiczek jednorazowych i regularnie sprawdzaé, czy nie sg
zanieczyszczone materiatem probki. W przypadku zanieczyszczenia zutylizowaé rekawiczki.

® W celu zminimalizowania prawdopodobienstwa zanieczyszczenia krzyzowego nalezy
otwierac tylko jedng probéwke naraz.

® Nie uzywac sktadnikéw innych zestawéw z aktualnie uzywanym zestawem, chyba ze
numery serii sg identyczne.

® Nalezy unika¢ skazenia mikrobiologicznego sktadnikow zestawu.

® W celu zapewnienia bezpieczenstwa przed materiatem potencjalnie zakaznym
zalecamy prace w warunkach laminarnego przeptywu powietrza do czasu lizy prébek.

® W przypadku stosowania protokotu zautomatyzowanego nalezy postepowaé zgodnie
z instrukcjami zawartymi w kartach protokotow (aparat QlAcube) lub na ekranie
oprogramowania (aparat QlAcube Connect MDx) i zapoznac¢ sie z odpowiednimi
instrukcjami obstugi (dla aparatéw QlAcube i QlAcube Connect MDx).

® Zestaw powinien by¢ stosowany wytgcznie przez personel przeszkolony w zakresie
laboratoryjnych procedur diagnostyki in vitro.
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Sposbb postepowania z kolumnami QlAamp MinElute

Z powodu czutosci technologii amplifikacji kwasu nukleinowego podczas postepowania
z kolumnami QlAamp MinElute konieczne jest podjecie nastepujgcych srodkéw ostroznosci

w celu uniknigcia zanieczyszczenia krzyzowego miedzy przygotowaniem probek:

® Ostroznie nanosi¢ probke lub roztwdr na kolumne QlAamp MinElute. Prébke naniesé

pipetg do kolumny QlAamp MinElute bez zamaczania brzegu kolumny.

® Zmienia¢ koncowki do pipet po kazdym przeniesieniu ptynu. Zalecane jest stosowanie

koncowek do pipet z barierg aerozolowa.
® Unikac dotykania membrany kolumny QlAamp MinElute korncowka pipety.

® Po wszystkich etapach wytrzgsania pulsacyjnego krotko odwirowac¢ probowki do

mikrowirdwki, aby usungc¢ krople z wnetrza wieczka.

® Przez caly czas przeprowadzania procedury nosi¢ rekawiczki. W przypadku stycznosci

rekawiczek z probka natychmiast zmienié rekawiczki.

Odwirowanie

® Probdéwki do ptukania i probéwki do elucji do wszystkich etapéw odwirowywania sg
dostarczone razem z zestawem.

® Odwirowanie kolumn QlAamp MinElute nalezy przeprowadzac¢ przy okoto 6000 x g
w celu redukcji szumu wiréwki. Odwirowanie kolumn QlAamp MinElute przy peinej

predkosci nie ma wptywu na uzysk DNA lub RNA.

e W przypadku odwirowania do sucha pod koniec procedury ptukania i w przypadku

elucji odwirowanie nalezy przeprowadzi¢ przy petnej predkosci.

o Wszystkie etapy odwirowywania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowe;j
(15-25°C).
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Przetwarzanie kolumn QlAamp MinElute w mikrowiréwce

® Przed umieszczeniem kolumny QlAamp MinElute w mikrowiréwce nalezy jg zamkngc.
Wirowac zgodnie z opisem.

e Wyja¢ kolumne QlAamp MinElute i probéwke do ptukania z mikrowiréwki.

o Kolumne QlAamp MinElute umiesci¢ w nowej probéwce do ptukania. Wyrzucic¢
przesgcz i proboéwke do ptukania. Nalezy zwréci¢ uwage, ze przesgcz moze zawierac
niebezpieczne odpady i nalezy go odpowiednio usungc.

® Otwiera¢ jednorazowo tylko jedng kolumne QlAamp MinElute i zachowaé ostroznos¢,
aby unika¢ wytwarzania aerozoli.

W celu wydajnego jednoczesnego przetwarzania wielu prébek zalecamy wypetienie

statywu probéwkami do ptukania, tak ze mozliwe jest przenoszenie kolumn QlAamp

MinElute po odwirowaniu. Zuzyte probéwki do ptukania zawierajgce przesgcz mozna

wyrzucié, a nowe probowki do ptukania zawierajgce kolumny QlAamp MinElute mozna

umiesci¢ bezposrednio w mikrowiréwce.

Przygotowanie odczynnikow i buforow

® Przygotowanie RNA

Podczas przygotowania wirusowego RNA nalezy szybko pracowaé podczas recznych
etapéw procedury oraz przed rozpoczeciem przeczyta¢ Zatgcznik na stronie 35.

® Przygotowanie proteazy QIAGEN Protease
Doda¢ catg zawartosc¢ fiolki zawierajgcej 4,4 ml rozpuszczalnika proteazy (PS) do fiolki
z liofilizowang proteazg QIAGEN Protease (QP) i ostroznie wymieszac. Aby unikng¢
spieniania, wymieszac przez kilkakrotne odwrdcenie fiolki. Upewni¢ sig, ze proteaza
QIAGEN Protease (QP) jest catkowicie rozpuszczona.

® Nie dodawac¢ proteazy QIAGEN Protease (QP) bezposrednio do buforu Buffer AL.*

* Zawiera sél chaotropowa. Podjgé odpowiednie $rodki ostroznos$ci w laboratorium i nosi¢ rekawiczki podczas pracy.
Produkt nie jest zgodny ze $rodkami dezynfekujgcymi zawierajgcymi wybielacz. Informacje dotyczace
bezpieczenstwa znajdujg sie na stronie 16.
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Proteaza QIAGEN Protease (QP) zrekonstytuowana w rozpuszczalniku proteazy (PS) jest
stabilna przez 1 rok w przypadku przechowywania w temperaturze 2—-8°C, ale tylko do
terminu waznosci zestawu. Nalezy unikaé przechowywania roztworu podstawowego

proteazy QIAGEN Protease w temperaturze pokojowej przez dtuzszy czas.

Dodawanie nos$nika RNA do buforu Buffer AL* (wytgcznie procedura reczna)

Doda¢ 310 pl buforu Buffer AVE do probdwki zawierajgcej 310 pg liofilizowanego nosnika
RNA w celu uzyskania roztworu 1 pg/ul. Doktadnie rozpusci¢ nosnik RNA, podzieli¢ na

réwne porcje o objetosci odpowiedniej do potrzeb i przechowywacé w temperaturze od
—25 do —15°C. Nie zamrazac i nie rozmrazaé porcji nosnika RNA wiecej niz 3 razy.

® Nosnik RNA nie rozpuszcza sie w buforze Buffer AL. Nalezy go najpierw rozpusci¢

w buforze Buffer AVE, a nastepnie doda¢ do buforu Buffer AL.
Obliczy¢ objetos¢é mieszaniny Buffer AL—nos$nik RNA potrzebnej na partie probek,

wybierajac liczbe prébek, ktére majg by¢ jednoczesnie przetwarzane, z Tabeli 1,
strona 25. Dla wigkszej liczby prébek objetos¢ mozna obliczy¢é za pomocg ponizszego
wzoru do obliczania probek:

nx0,22ml=yml
y ml x 28 pl/ml =z pl
gdzie: n = liczba prébek do jednoczesnego przetworzenia
y = obliczona objetos¢ buforu Buffer AL

z = objeto$¢ mieszaniny nosnik RNA-Buffer AVE do dodania do buforu
Buffer AL

Delikatnie wymiesza¢, odwracajac probowke 10 razy. W celu unikniecia spienienia nie

uzywaé wytrzgsarki. W przypadku stosowania procedury zautomatyzowanej aparat
QlAcube/QlAcube Connect MDx dodaje nosnik RNA do buforu Buffer AL.

* Zawiera sl chaotropowa. Podjgé odpowiednie $rodki ostroznos$ci w laboratorium i nosi¢ rekawiczki podczas pracy.
Produkt nie jest zgodny ze $rodkami dezynfekujgcymi zawierajgcymi wybielacz. Informacje dotyczace
bezpieczenstwa znajdujg sie na stronie 16.
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Tabela 1. Objetosci (Obj.) buforu Buffer AL i mieszaniny nosnik RNA-Buffer AVE wymagane dla okreslonej
liczby (L.) prébek do procedury QlAamp DSP Virus Spin

Obj. mieszaniny

Obj. mieszaniny

L. prébek Obj. buforu nognik RNA— L. probek Obj. buforu nognik RNA-
Buffer AL (ml) AVE (ul) Buffer AL (ml) AVE (ul)
1 0,22 ml 6,2 ul 13 2,86 ml 80,1 pl
2 0,44 ml 12,3 4l 14 3,08 ml 86,3
3 0,66 ml 18,5yl 14 3,30 ml 92,4yl
4 0,88 ml 24,6 pl 16 3,52 ml 98,6 pl
5 1,10 mi 30,8 ul 17 3,74 ml 104,7 pl
6 1,32 ml 37,0l 18 3,96 ml 110,9 pl
7 1,54 ml 43,1yl 19 4,18 ml 117,0 pl
8 1,76 ml 49,3 pl 20 4,40 ml 1232 pl
9 1,98 ml 55,4yl 21 4,62 ml 129,4 pl
10 2,20 ml 61,6 4l 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 pl 24 5,28 ml 147,8 pl

Procedura przygotowania prébek jest zoptymalizowana dla 5,6 pg nosnika RNA na prébke. Jesli wykazano,
ze mniejsza ilo$¢ nosnika RNA jest lepsza dla systemu amplifikacji uzytkownika, nalezy przenies¢ tylko
wymagang ilo$¢ rozpuszczonego nosnika RNA do probédwek zawierajgcych bufor Buffer AL. Na kazdy mikrogram
nos$nika RNA wymaganego na przygotowanie, dodaé 5 pl nosnika RNA rozpuszczonego w buforze Buffer AVE na
mililitr buforu Buffer AL. Zastosowanie ponizej 5,6 pg nosnika RNA na prébke musi by¢ poddane walidacji dla
kazdego konkretnego rodzaju probki i dalszego oznaczenia.
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Buffer AW1*

Dodac¢ 25 ml etanolu (96—-100%) do butelki zawierajgcej 19 ml koncentratu buforu Buffer
AW1 w sposdb opisany na butelce. Zaznaczy¢ na etykiecie, ze etanol byt dodany.
Zrekonstytuowany bufor Buffer AW1 przechowywa¢ w temperaturze pokojowej.
Zrekonstytuowany bufor Buffer AW1 jest stabilny przez maks. 1 rok w przypadku

przechowywania w temperaturze pokojowej, ale tylko do terminu waznosci zestawu.

® Przed rozpoczeciem procedury nalezy zawsze wymieszac zrekonstytuowany bufor
Buffer AW1 przez wstrzgsanie.

Buffer AW2t

Doda¢ 30 ml etanolu (96—-100%) do butelki zawierajgcej 13 ml koncentratu buforu Buffer
AW2 w sposéb opisany na butelce. Zaznaczyé na etykiecie, ze etanol byt dodany.
Zrekonstytuowany bufor Buffer AW2 przechowywa¢ w temperaturze pokojowej.
Zrekonstytuowany bufor Buffer AW2 jest stabilny przez maks. 1 rok w przypadku

przechowywania w temperaturze pokojowej, ale tylko do terminu waznosci zestawu.

® Przed rozpoczeciem procedury nalezy zawsze wymieszac zrekonstytuowany bufor
Buffer AW2 przez wstrzgsanie.

Elucja kwasow nukleinowych

Bufor do elucji nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej przed naniesieniem go

na kolumne.

* Zawiera s6l chaotropowg. Podjg¢ odpowiednie $rodki ostroznos$ci w laboratorium i nosi¢ rekawiczki podczas pracy.
Produkt nie jest zgodny ze srodkami dezynfekujgcymi zawierajacymi wybielacz. Informacje dotyczace
bezpieczenstwa znajdujg sig na stronie 16.

1 Zawiera azydek sodu jako $rodek konserwujacy.
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Protokét: Oczyszczanie wirusowych kwasow nukleinowych z osocza
lub surowicy przy uzyciu mikrowirowki lub aparatu
QIAcube/QlAcube Connect MDx

Do oczyszczania wirusowych kwasow nukleinowych z 200 pl osocza lub surowicy przy
uzyciu zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit i mikrowiréwki lub w sposdb zautomatyzowany
w aparacie QlAcube lub QlAcube Connect MDx.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

o Wszystkie etapy wirowania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej (15—-25°C).

® Ponizsza procedura zawiera instrukcje dotyczace przetwarzania pojedynczej probki.
Mozliwe jest jednak przetwarzanie wielu probek jednoczesnie; liczba ta zalezy od
pojemnosci uzywanej mikrowirowki.

e W aparacie QlAcube lub QlAcube Connect MDx mozna w sposob zautomatyzowany
przetwarzac¢ od 2 do 10 probek lub 12 probek.

® W przypadku stosowania protokotu zautomatyzowanego nalezy postepowaé zgodnie
z instrukcjami zawartymi w kartach protokotéw (aparat QlAcube) lub na ekranie
oprogramowania (aparat QlAcube Connect MDx) i zapoznac sie z odpowiednimi
instrukcjami obstugi (dla aparatéw QlAcube i QlIAcube Connect MDx).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Doprowadzi¢ probki do temperatury pokojowej (15—-25°C).

e Doprowadzi¢ bufor Buffer AVE do temperatury pokojowej w celu przeprowadzania
elucji w etapie 14.

o Ustawic¢ blok grzewczy na temperature 56°C +3°C do uzycia w etapie 4.

® Upewnic sie, ze bufory Buffer AW1 i Buffer AW2 oraz proteaza QIAGEN Protease (QP)
zostaty przygotowane zgodnie z instrukcjami na stronach 21-26.

® Doda¢ nosnik RNA zrekonstytuowany w buforze Buffer AVE do buforu Buffer AL

zgodnie z instrukcjami na stronie 23 (dotyczy wytgcznie procedury recznej).
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Procedura

® W przypadku stosowania procedury recznej z mikrowiréwkg wykonaé kroki 1-14.

® Procedure te mozna wykona¢ w zautomatyzowany sposob w aparacie QlAcube

Connect MDx w dwoch wersjach:

O Plasma or Serum_Standard: w petni zautomatyzowany protokét wykonywany przy
uzyciu 200 pl prébki (rozpoczynajgc od kroku 1)

O Plasma or Serum_Manual lysis: cze$ciowo zautomatyzowany protokét; liza
wykonywana recznie poza aparatem przy uzyciu 200 ul prébki pierwotnej
(rozpoczynajgc od kroku 5)

Uwaga: W celu wyboru protokotu w aparacie QlAcube nalezy zapoznac sie z kartami

protokotéw (https://lwww.qiagen.com/us/giacube/standard/search/).

1. Za pomoca pipety przenies¢ 25 ul proteazy QIAGEN Protease (QP) do probéwki do lizy (LT).

® Przeczyta¢ czes¢ ,Przygotowanie odczynnikéw i buforéw”, strona 23, aby uzyskac¢
informacje o zawieszaniu proteazy QIAGEN Protease (QP) w rozpuszczalniku
proteazy (PS).
2. Dodaé 200 pl osocza lub surowicy do probowki do lizy (LT).
Jesli objetos¢ prébki jest mniejsza niz 200 pl, doda¢ odpowiednig objetos¢ 0,9-procentowego
roztworu chlorku sodu w celu dopetnienia objetosci proteazy i probki do tacznej objetosci
225 .

3. Dodac¢ 200 pl buforu Buffer AL (zawierajgcego 28 ug/ml nosnika RNA). Zamknagé
zatyczke i wytrzgsaé pulsacyjnie przez 215 s.
Aby zapewni¢ skuteczng lize, istotne jest, aby probka i bufor Buffer AL byty dobrze

wymieszane i tworzyty roztwor jednorodny.
® Nie dodawac¢ proteazy QIAGEN Protease (QP) bezposrednio do buforu Buffer AL.
4. Inkubowaé w temperaturze 56°C +3°C przez 15 min £1 min w bloku grzewczym.

5. Krotko odwirowac probéwke do lizy (LT) w celu usuniecia kropli z wnetrza wieczka.
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Uwaga: Jesli wykonywano lize reczng poza aparatem (kroki 1-5), mozliwe jest
wykonanie kolejnych krokéw (kroki 6—14) w zautomatyzowany sposob: protokét
»,Manual lysis protocol” (Protokét lizy recznej) w aparacie QlAcube lub QlAcube
Connect MDx lub protokét ,Large Plasma samples_Manual lysis protocol” (Duze prébki
osocza_protokoét lizy recznej) w aparacie QlAcube.

. Dodac¢ 250 pl etanolu (96—100%) do probki, zamkngé wieczko i doktadnie wymieszac,
wytrzgsajgc pulsacyjnie przez 215 s. Inkubowac lizat z etanolem przez 5 minut +30 sekund
w temperaturze pokojowej (15-25°C).

® Jesli temperatura otoczenia przekracza 25°C, etanol nalezy schtodzi¢ na lodzie

przed dodaniem do lizatu.

. Odwirowac krotko probéwke w celu usuniecia kropli z wewnetrznej czesci wieczka.

8. Ostroznie nanies¢ caly lizat z etapu 7 do kolumny QlAamp MinElute bez zamaczania

brzegu. Zamkna¢ zatyczke i odwirowywac przy okoto 6000 x g przez >1 min. Umiesci¢
kolumne QlAamp MinElute w czystej probéwce do ptukania (WT) o pojemnosci 2 ml

i wyrzuci¢ probowke do ptukania zawierajgca przesacz.

Jesli lizat nie przeszedt catkowicie przez kolumne po odwirowaniu, nalezy wykonac
ponowne wirowanie przy wiekszej predkosci az kolumna QlAamp MinElute nie bedzie
pusta.

. Ostroznie otworzy¢ kolumne QIAamp MinElute, a nastepnie doda¢ 500 pl buforu Buffer
AW1 bez zamaczania brzegu. Zamkng¢ zatyczke i odwirowywac przy okoto 6000 x g
przez 21 min. Umiesci¢ kolumne QIAamp MinElute w czystej probéwce do ptukania

(WT) o pojemnosci 2 ml i wyrzuci¢ probéwke do ptukania zawierajgcg przesacz.

10. Ostroznie otworzy¢ kolumne QlAamp MinElute, a nastepnie dodaé¢ 500 pl buforu

Buffer AW2 bez zamaczania brzegu. Zamkng¢ zatyczke i odwirowywac przy okoto
6000 x g przez >1 min. Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w czystej probéwce do

ptukania o pojemnosci 2 ml i wyrzuci¢ proboéwke do ptukania zawierajgcg przesgcz.

11. Ostroznie otworzy¢ kolumne QlAamp MinElute i doda¢ 500 pl etanolu (96—100%)

bez zamaczania brzegu. Zamkng¢ zatyczke i odwirowywac przy okoto 6000 x g
przez >1 min. Wyrzuci¢ probowke do ptukania zawierajgcg przesacz.
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Przeniesienie etanolu do eluatu moze powodowac¢ problemy podczas dalszych
zastosowan. Niektére rotory wirébwek mogg drga¢ po zwolnieniu, co prowadzi do
przeptywu ptynu zawierajgcego etanol i jego styczno$ci z kolumng QlAamp MinElute.
Wyjecie kolumny QlAamp MinElute i probéwki do ptukania z rotora moze réwniez
powodowac stycznos¢ przeptywajgcego ptynu z kolumng QlAamp MinElute.

12. Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w czystej probéwce do ptukania (WT)

o pojemnosci 2 ml. Odwirowywac przy petnej predkosci (okoto 20 000 x g) przez

3 min £30 s w celu catkowitego osuszenia membrany.

13. Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w czystej probéwce do ptukania (WT)

0 pojemnosci 2 ml, otworzy¢ wieczko i inkubowac¢ zestaw w temperaturze 56°C +3°C

przez 3 min +30 s w celu catkowitego osuszenia membrany.

Etap ten stuzy do odparowania wszelkich pozostatosci ptynu.

14. Umiesci¢ kolumne QlAamp MinElute w probéwce do elucji (ET) i wyrzuci¢ probowke

do ptukania zawierajgcg przesgcz. Ostroznie otworzy¢ wieczko kolumny QlAamp
MinElute i nanie$¢ 20—150 pl buforu Buffer AVE na srodek membrany. Zamkng¢
wieczko i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5 min. Odwirowywac przy petnej
predkosci (okoto 20 000 x g) przez >1 min.

® W przypadku stosowania dowolnej procedury zautomatyzowanej nalezy wyja¢ eluaty

bezposrednio z aparatu po zakonczonym cyklu i odpowiednio je przechowywac.

® Upewnic sie, ze bufor do eluciji jest doprowadzony do temperatury pokojowej. Jesli

elucja jest przeprowadzana w matych objetosciach (<50 pl), bufor do elucji nalezy
poda¢ na srodek membrany w celu catkowitej elucji zwigzanego RNA i DNA.
Objetos¢ elucji jest elastyczna i mozna jg dostosowywac zgodnie z wymaganiami
dalszych zastosowan. Nalezy pamieta¢, ze odzyskana objeto$¢ eluatu bedzie o okoto

5 ul mniejsza niz objetos¢ buforu do elucji naniesiona na kolumne.
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Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN
kazda seria zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit jest testowana pod katem wstepnie
ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spojnej jakosci produktu.

Ograniczenia

Skuteczno$¢ systemu ustalono przy uzyciu probek osocza i surowicy krwi do izolacji
wirusowych kwasow nukleinowych.

Uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje skutecznosci systemu pod katem wszelkich
procedur stosowanych w danym laboratorium, ktére nie sg objete badaniami skutecznosci
wykonanymi przez firme QIAGEN.

W celu zminimalizowania ryzyka negatywnego wptywu na wyniki diagnostyczne nalezy
stosowa¢ odpowiednie kontrole do dalszych procedur analitycznych. W celu dalszej
walidacji zalecane jest przestrzeganie wytycznych Miedzynarodowej Konferencji ds.
Harmonizacji Wymagan Technicznych (ICH) dostepnych w przewodniku ICH Q2 (R1)
Validation of Analytical Procedures: Text And Methodology.

Wszelkie uzyskane wyniki diagnostyczne nalezy interpretowa¢ w potaczeniu z innymi
wynikami badan klinicznych i laboratoryjnych.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie w instrukcji uzycia lub na opakowaniu i etykietach:

Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>
reakcji

P4
Y

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

=R

Data waznosci

<
o

& e EENCE

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy

Wazna informacja

LO Numer serii

Numer materiatu (tj. oznaczenie sktadnika)

Sktadniki

Objetosc

Zakres temperatury

Producent

Po otrzymaniu
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Symbol Definicja symbolu
K%ﬁﬁ ¥ Otworzy¢é w momencie dostawy; kolumny QlAamp
N MinElute przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C
Q Po dodaniu etanolu do butelki zapisa¢ biezgcg date
[EtOH |

T n I
—] E
’

7 =

I

: S
I

RCNS

MALEIC ACID |

SUBT

g ¢ g

A
>

\l/

/

Y

)
/N

>

Dodawanie
Zawiera
Liofilizowane

Rekonstytuowacé w
Etanol

Chlorowodorek guanidyny
Kwas maleinowy
Subtylizyna

Globalny numer jednostki handlowej

Prowadzi do

Liczba
R oznacza wydanie instrukcji uzycia, a n to numer

wydania

Chroni¢ przed $wiatlem stonecznym

Ostrzezenie/przestroga
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Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegétowych informacji nalezy odwiedzi¢
witryne naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem www.qgiagen.com/Support
(w celu uzyskania danych kontaktowych nalezy odwiedzi¢ strone www.giagen.com).
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Zatgcznik

Postepowanie z RNA

Rybonukleazy (RNazy) sg bardzo stabilnymi i aktywnymi enzymami, ktére na ogét nie
wymagajg kofaktoréw do dziatania. Poniewaz RNazy trudno inaktywowac i nawet bardzo
mate ich ilosci wystarczajg do zniszczenia RNA, nie wolno uzywacé jakichkolwiek sprzetow
wykonanych ze szkia lub z tworzywa sztucznego bez wczesniejszego wyeliminowania
mozliwego zanieczyszczenia RNazami. Nalezy zachowaé ostrozno$é, aby unikngé
przypadkowego wprowadzenia RNaz do probki z RNA w trakcie trwania lub po zakonczeniu
procedury izolacji. Aby wytworzy¢ i zachowaé $rodowisko niezawierajgce RNaz, nalezy
wdrozyé nastepujgce Srodki ostroznosci na etapach obrdébki wstepnej oraz stosowania
jednorazowych i wielorazowych naczyn i roztworéw podczas pracy z RNA.

Ogodlne postepowanie

Podczas pracy z RNA nalezy zawsze stosowac prawidiowg mikrobiologiczng technike
aseptyczng. Dtonie i czasteczki kurzu mogg przenosi¢ bakterie i plesnie i sg najczestszymi
zrodtami zanieczyszczen RNazami. Podczas postgpowania z odczynnikami i probkami RNA
nalezy zawsze nosic¢ lateksowe lub winylowe rekawiczki, aby unikng¢ zanieczyszczenia
RNazami z powierzchni skory lub zakurzonych urzgdzen laboratoryjnych. Rekawiczki nalezy
czesto zmieniac, a prébowki trzymacé zamkniete.

Wielorazowy sprzet z tworzywa sztucznego

Wielorazowe sprzety z tworzywa sztucznego nalezy poddac przygotowaniu przed uzyciem
w celu zagwarantowania, ze sg one wolne od RNaz. Sprzety z tworzywa sztucznego nalezy
doktadnie przeptukaé roztworem NaOH o stezeniu 0,1 M,* EDTA* o stezeniu 1 mM,
a nastepnie wodg pozbawiong RNaz* (patrz czes¢ ,Roztwory”, strona 36). Mozliwe jest
rowniez przeptukanie sprzetow z tworzywa sztucznego odpornych na chloroform
chloroformem* w celu inaktywacji RNaz.

* Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha laboratoryjnego,
rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapozna¢
sie z kartami charakterystyki (safety data sheet, SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegdlnych produktéw.
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Sprzet wykonany ze szkfa

Sprzety wykonane ze szkta nalezy podda¢ przygotowaniu przed uzyciem w celu zagwarantowania,
ze sg one wolne od RNaz. Sprzety wykonane ze szkta stosowane do pracy z RNA nalezy przed
uzyciem wyczysci¢ detergentem, doktadnie wyptukac i wysuszyé w piecu w temperaturze >240°C
przez cztery lub wigcej godzin (przez noc, jesli wygodniej). Sama sterylizacja w autoklawie nie
powoduije catkowitej inaktywacji wielu RNaz. Suszenie w piecu inaktywuje rybonukleazy i zapewnia,
ze zadne inne kwasy nukleinowe (takie jak plazmid DNA) nie pozostang na powierzchni sprzetow
wykonanych ze szkta. Sprzety wykonane ze szkta mozna réwniez podda¢ dziataniu DEPC* (ester
dietylowego kwasu piroweglowego). Elementy szklane przykry¢ 0,1-procentowym DEPC w wodzie
przez noc (12 godzin) w temperaturze 37°C, a nastepnie wysterylizowa¢ w autoklawie lub ogrzac¢
do temperatury 100°C przez 15 minut w celu usuniecia pozostatosci DEPC.

® Probowki Corex® nalezy pozbawi¢ RNaz poprzez poddanie dziataniu DEPC, a nie
suszenie w piecu. Zmniejszy to wskaznik awaryjnosci tego rodzaju probéwek w czasie
odwirowywania.

Zbiorniki do elektroforezy

Zbiorniki do elektroforezy nalezy wyczysci¢ roztworem detergentu (np. 0,5-procentowym
SDS),* wyptukac wodg, wysuszy¢ etanolem*,T a nastepnie napetni¢ roztworem
3-procentowego nadtlenku wodoru*. Po 10 minutach w temperaturze pokojowej zbiorniki do
elektroforezy nalezy doktadnie wyptukaé wodg pozbawiong RNaz.

Roztwory

Roztwory (wode i inne roztwory) nalezy podda¢ dziataniu 0,1-procentowego DEPC. DEPC
reaguje z aminami pierwszorzedowymi i nie mozna go stosowac bezposrednio z buforami
Tris. DEPC jest wysoce niestabilny w obecnosci buforéw Tris i szybko rozpada sie na etanol
i CO2. Podczas przygotowania buforéow Tris nalezy najpierw podda¢ wode dziataniu DEPC,
a nastepnie rozpusci¢ Tris w celu sporzgdzenia odpowiedniego buforu.

* Podczas pracy z substancjami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego fartucha laboratoryjnego,
rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie
z kartami charakterystyki (safety data sheet, SDS) uzyskanymi od producentéw poszczegélnych produktow.

t Zawiera azydek sodu jako srodek konserwujgcy.
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DEPC jest silnym, ale nie absolutnym inhibitorem RNaz. Jest on powszechnie stosowany
w stezeniu 0,1% do inaktywacji RNaz na sprzetach wykonanych ze szkta lub z tworzywa
sztucznego lub do sporzadzenia roztworéw i wody wolnych od RNaz. DEPC inaktywuje
RNazy poprzez modyfikacje kowalencyjng. Sladowe ilosci DEPC modyfikujg purynowe
pozostatosci w RNA poprzez proces karboksyetylacji. Karboksyetylowane RNA ulega
translacji z bardzo matg skutecznoscig w systemach bezkomérkowych. Jednak nie ma to
powaznego wptywu na jego zdolnos¢ do tworzenia hybryd DNA:RNA lub RNA:RNA, chyba
ze zmodyfikowano duzg frakcje pozostatosci puryny. Pozostatosci DEPC nalezy zawsze
usuwac¢ z roztworow lub naczyn poprzez sterylizacje w autoklawie lub ogrzewanie do

temperatury 100°C +3°C przez 15 minut +1 minuta.

Doda¢ 0,1 ml DEPC do 100 ml roztworu, ktéry ma by¢ poddany jego dziataniu, energicznie
wstrzgsngé w celu przeniesienia DEPC do roztworu lub pozostawi¢ roztwér do inkubacji
przez >12 godzin w temperaturze 37°C +3°C. Sterylizowa¢ w autoklawie przez 15 minut
+1 minuta w celu usuniecia pozostatosci DEPC. Moze by¢ pozadane zbadanie zrodet wody
pod katem obecnosci zanieczyszczajgcych RNaz, poniewaz wiele Zzrédet wody destylowanej

jest wolnych od aktywnosci RNaz.

® Bufory zestawu QlAamp DSP Virus Spin Kit nie sg uwalniane od RNaz poprzez
poddanie ich dziataniu DEPC i w zwigzku z tym sg pozbawione zanieczyszczen DEPC.
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.

QlAamp DSP Virus Spin Kit (50) Na 50 przygotowan: kolumny QlAamp 61704
Mini Spin Columns, bufory,
odczynniki, probowki, tgczniki
VacConnector

Produkty pokrewne

QlAcube Connect MDx* Aparat i 1 rok gwarancji na czesci 9003070
i robocizne

Akcesoria

Rotor Adapters Na 240 przygotowan: 990394
240 jednorazowych adapterow rotora
i 240 probdéwek do elucji (1,5 ml);
do uzytku z aparatem QlAcube

Rotor Adapter Holder Uchwyt na 12 jednorazowych 990392
adapterow rotora; do uzytku
z aparatem QlAcube

Sample Tubes CB 1000 probéwek stozkowych 990382
z nakretkg bez stozkowego dna
w kotnierzu przedtuzajacym (2 ml)
do uzytku z aparatami QlAcube
i QlAcube Connect

Shaker Rack Plugs Do tadowania statywu wytrzgsarki 9017854
aparatu QlAcube

Reagent Bottles, 30 ml Butelki na odczynniki (30 ml) 990393
z wieczkami; pakiet po 6; do uzytku
z aparatem QlAcube
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Produkt

Zawartos¢ Nr kat.

Filter-Tips, 1000 pl

Filter-Tips, 1000 ul, wide-bore

Filter-Tips, 200 pl

Jednorazowe koncowki z filtrem, 990352
na statywie; (8 x 128). Do uzytku
z aparatem QlAcube

Jednorazowe koncoéwki z filtrem, 990452
z duzym otworem wylotowym, na

statywie; (8 x 128); niewymagane

do wszystkich protokotéw. Do uzytku

z aparatem QlAcube

Jednorazowe koncowki z filtrem, 990332
na statywie; (8 x 128). Do uzytku

z aparatami QlAcube i QIAsymphony

SP/AS

* Aparat QlAcube Connect MDx jest niedostepny w niektérych krajach. W celu uzyskania dalszych informacji nalezy
skontaktowac sig z serwisem technicznym firmy QIAGEN.

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wylgczenia odpowiedzialnosci dla

poszczegdlnych produktdw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku

uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawu

QIAGEN sg dostepne pod adresem www.qgiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie

technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Wersja

Opis

R7, 01/2021

Zaktualizowano nastepujace czesci: ,Zautomatyzowane
oczyszczanie wirusowego kwasu nukleinowego w aparacie
QlAcube lub QlAcube Connect MDx”, ,Materiaty wymagane, ale
niedostarczone”, ,Ostrzezenia i $rodki ostroznosci”, ,Protokot:
Oczyszczanie wirusowych kwaséw nukleinowych z osocza lub
surowicy przy uzyciu mikrowiréwki lub aparatu QlAcube/QlAcube
Connect MDx”, ,Symbole” i ,Informacje dotyczace zamawiania”.

Usunigto czesci ,Parametry skutecznosci” i ,Pismiennictwo”.
Dotgczono nowa rycine (zdjecie aparatu QlAcube Connect MDXx).

Dodano odnosniki do aparatu QlAcube Connect MDx i akcesoriow
do tego aparatu.

Wprowadzono poprawki redakcyjne oraz zmieniono ukfad.
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Umowa i j licencji dla QlAamp DSP Virus Spin Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytacznie ze
sktadnikami wchodzgcymi w skiad tego panelu. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego
panelu ze sktadnikami nienalezacymi do panelu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz
dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.qgiagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaly sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN
z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoly nie zostaly doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firme
QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze niniejszy panel i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw osdb trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone licencje.

3. Panel oraz jego sktadniki s3 na mocy licencji przeznaczone wytacznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub sprzedawac.

4. Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabyweca i uzytkownik panelu zobowigzuije sig nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢

do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzegame zakazoéw niniejszej
Umowy ograniczonej licenciji i wnies¢ sprawe do dowolnego sgdu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postgpowan i kosztéw sadowych, w tym
wynagrodzen prawnikow, zwigzanych z egzekwowaniem postanowieri Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do
zestawu i/lub jego sktadnikow.

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

Znaki towarowe: QIAGEN®, QlAamp®, QlAcube®, MinElute® (QIAGEN Group); Corex® (Corning, Inc.); Sarstedt® (Sarstedt AG & Co.). Zastrzezonych nazw, znakéw
towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

01/ 2021 HB-0417-007 1122785 © 2021 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzeZone.

QlAamp DSP Virus Spin Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 01/2021 41


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

Sktadanie zaméwien www.giagen.com/shop | Pomoc techniczna support.qiagen.com |
Strona www.giagen.com

HB-0417-007


http://www.qiagen.com/shop
http://support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

	Przeznaczenie
	Opis i procedura
	Zautomatyzowane oczyszczanie wirusowego kwasu nukleinowego w aparacie QIAcube lub QIAcube Connect MDx
	Liza w obecności proteazy QIAGEN Protease
	Adsorpcja do membrany kolumny QIAamp MinElute
	Usuwanie pozostałości zanieczyszczeń
	Elucja czystych kwasów nukleinowych
	Nośnik RNA
	Dodanie kontroli wewnętrznych

	Podsumowanie i objaśnienie

	Dostarczone materiały
	Zawartość zestawu

	Materiały wymagane, ale niedostarczone
	Tylko dla procedury zautomatyzowanej

	Ostrzeżenia i środki ostrożności
	Informacje dotyczące bezpieczeństwa

	Buffer AL
	Buffer AW1
	QIAGEN Protease
	Przechowywanie i sposób postępowania z odczynnikami
	Przechowywanie i sposób postępowania z próbkami
	Procedura
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Sposób postępowania z kolumnami QIAamp MinElute
	Odwirowanie
	Przetwarzanie kolumn QIAamp MinElute w mikrowirówce
	Przygotowanie odczynników i buforów
	Buffer AW14F*
	Buffer AW25F†
	Elucja kwasów nukleinowych

	Protokół: Oczyszczanie wirusowych kwasów nukleinowych z osocza lub surowicy przy użyciu mikrowirówki lub aparatu QIAcube/QIAcube Connect MDx
	Ważne informacje przed rozpoczęciem
	Czynności do wykonania przed rozpoczęciem
	Procedura


	Kontrola jakości
	Ograniczenia
	Symbole
	Informacje kontaktowe
	Załącznik
	Postępowanie z RNA
	Ogólne postępowanie
	Wielorazowy sprzęt z tworzywa sztucznego
	Sprzęt wykonany ze szkła
	Zbiorniki do elektroforezy
	Roztwory

	Informacje dotyczące zamawiania
	Historia zmian dokumentu

