QIAGEN
Cerven 2022

Navod k pouziti sady QIlAamp®
DSP Virus Spin Kit (prirucka)

2

Verze 2
IVD
Pro diagnostické pouziti in vitro

Pro pouziti se sadou QIAamp® DSP Virus Spin Kit

C€

61704
u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Némecko
R1 1127542CS

Sample to Insight



Obsah

UBEI POUZI ...ttt e ettt en s e e 4
Ur€eny UZIVatel.......oooo oo 4
Lo o= T o] 4 o7 o) SRR 5
Lyza protedzou QIAGEN Protease (QP).......ccocviiieiiiiiiiciie e 5
Adsorpce na membranu QlAamp MINEIUte ... 5
Odstranéni rezidualnich kontaminant..............cccooieiiiiiieie e 6
Eluce virovych nukleovych KySelin ...........occcuiiiiiiiiiiee e 6
VytéZek a kvalita virovych nukleovych Kyselin ... 7
PFidavek internich KONTrol ...........coooiiiiiiii e 8

Automatizovana purifikace virové nukleové kyseliny na pfistroji QlAcube Connect

Y1 PSS URPRURRN 8
Shrnuti @ VYSVBHIENT ... e e 11
DOodAvane Materialy ..........oooiiiiiiiiii et e e e e e 12
ODSAN SAAY ....ceeiiiiee e 12
SOUCAST SAAY ... ..t a e e e e e e e aaaae s 13
Potfebné materialy, které nejsou sou€asti dOdAvKy ............cceeiiiiiiiiiiiii e 14
DalSi FEAGENCIE ....coeiiiieie e e e e 14
SpPOotFebNi MALEITALY ........ooi e 14
VYDAVENI ... 14
Pouze pro automatizovany POStUP .......ccoiiiuiiiiiieei et 14
Varovani a bezpeCnostni Opatfeni.......ccoooiioiiiiiiiiee 16
Informace 0 BEZPEENOSTI .........vviiiiiiii e 16

2 Navod k pouziti sady QlAamp DSP Virus Spin Kit (pfirucka) 06/2022



[N Lo TU {0 3VZ= 1 1191 = T PPPUPPRPPN 17

BezpeCnostni OPatFeN| ...........cooiiiiiiiiiie e 18
LIKVIAACE ...t 19
Skladovani reagencii @ manipulace S NIMi ..o 20
Stabilita Pfi POUZIVANT ... e 20
Odbeér, skladovani a nakladani S& VZOIKY ...........coiuiiiiiiiiieiiiee e 22
DUIEZItE POZNAMKY ....eeeiiiiiee ittt et ettt e et e e e et e e et e e e aneeeeeanneeeeennees 24
Dulezité body pfed zahajenim POUZIVANI ...........ooceiieiiiiee e 24
Manipulace s kolonkami QIAamp MInNEIUte.............ccooiiiiiiiiiec 25
CONEIUGACE ...ttt 25
Zpracovani kolonek QlAamp MinElute v mikrocentrifuze...........ccccccceviiieniiiienenns 25
PFiprava reagencii @ PUITU. .........ooi i 26

Protokol: Purifikace virovych nukleovych kyselin z plazmy nebo séra pomoci

mikrocentrifugy nebo pfistroje QIAcube Connect MDX..........ccoiuiieiiiiiiiiiiiee e 31
KONTIOIA KVAITY ..o e e 35
OMIBZENI .. ettt et e e e e 36
Charakteristika funkEnich VIastNOSE ...........oooiiiiiiii e 37
REEENT POLIZI ...ttt 38
SYMIDOIY ettt e e e e taeeeaan 42
1o o= SR 45
Informace 0 zpUsobu ObJEANAVANT .........coiiiiieiiie e 46
Historie revizi dOKUMENTU ..........oooiiii e 48

Navod k pouziti sady QlAamp DSP Virus Spin Kit (pfiru¢ka) 06/2022 3



Ucel pouziti
Sada QlAamp® DSP Virus Spin Kit je uréena k manualni nebo, pfi pouZiti ve spojeni
s pristrojem QIAcube® Connect MDx, k automatizované izolaci a purifikaci virovych

nukleovych kyselin ze vzork( lidské plazmy a séra.

Sada QlAamp DSP Virus Spin Kit vyuziva technologii silikatové membrany (technologie

QlAamp) k izolaci a purifikaci virovych nukleovych kyselin ze vzorkul lidské plazmy a séra.

Tento produkt je ur€en pro diagnostické pouziti in vitro a pro pouziti profesionalnimi uzivateli,
napf. techniky a lékafi vySkolenymi v technikach molekularni biologie.

UrCeny uzivatel

Produkt je uréen pro pouziti profesionalnimi uzivateli, napf. techniky a Iékafi Skolenymi

v technikach molekularni biologie.
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Popis a principy

Postup QIAamp DSP Virus Spin obsahuje 4 kroky (lyza, vazani, promyvani, eluce) a provadi
se pomoci kolon QlAamp MinElute® na standardni mikrocentrifuze nebo automaticky
na pristroji QlAcube Connect MDx. Postup je navrzen k minimalizaci potencialni zkfizené
kontaminace mezi alikvoty a tak, aby umoznil bezpecné zachazeni s potencialné infek&nimi
alikvoty. Jednoduchy postup QlAamp DSP Virus Spin je vhodny pro simultanni zpracovani
nékolika vzorkld. Sadu QlAamp DSP Virus Spin Kit Ize pouzit pro izolaci virové RNA a DNA
z Siroké fady RNA a DNA vird. Charakteristiky funk&nich vlastnosti pro jednotlivé druhy virQ

nebyly stanoveny, uzivatel je musi validovat sam.

Lyza proteazou QIAGEN Protease (QP)

Alikvoty jsou lyzovany za vysoce denaturacnich podminek pfi zvySenych teplotach. Lyza se
provadi za pfitomnosti protedzy QIAGEN Protease (QP) a lyzaéniho pufru (AL), které

spole¢né zajistuji inaktivaci RNazy.
Adsorpce na membranu QlAamp MinElute

Pro optimalizaci vazani virové DNA a RNA k membrané se nejprve podminky vazani upravi
pfidanim etanolu. Lyzaty se poté nanesou na kolonku QlAamp MinElute a virové nukleové
kyseliny se adsorbuji na silikagelovou membranu pfi prachodu lyzatu indukovaném
centrifugaci. Koncentrace soli a hodnoty pH zajisti, Ze protein a dal§i kontaminanty, které
mohou inhibovat PCR a ostatni enzymatické reakce v dalSich stupnich, nebudou vazany na
membranu QlAamp MinElute.

Béhem krokl vkladani a promyvani je kolonka QlAamp MinElute doplnéna o 2ml promyvaci

zkumavky (soucast dodavky).
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Odstranéni rezidualnich kontaminantu

Zatimco nukleové kyseliny zlistavaji vazany na membranu, kontaminanty se u¢inné vymyji
béhem 3 promyvacich krokd.

Eluce virovych nukleovych kyselin

Vjediném kroku se vysoce Cisté virové RNA a DNA eluuji z membrany kolonky
QlAamp MinElute v eluénim pufru (AVE), ktery je vytemperovan na teplotu mistnosti.
Kolonky QlIAamp MinElute umoziuji minimalni eluéni objemy pouze 20 pl pfi manuainim
postupu a 60 pl pfi automatizovaném postupu. Nizky eluéni objem poskytuje vysoce
koncentrované eluaty nukleovych kyselin.

Pro aplikace v dalSich stupnich, které vyzaduji malé pocate¢ni objemy (napf. nékteré
analyzy PCR a RT-PCR), mGze koncentrovany eluat zvySovat citlivost analyzy.

Pro nasledné aplikace, které vyZaduji vétsi poCate¢ni objem, Ize elu¢ni objem zvysit az na
150 pl pfi manualnim postupu a az na 100 pl pfi automatickém postupu. ZvySeni elu¢niho
objemu ovSem snizi koncentraci nukleovych kyselin v eluatu.

Vzhledem ke zbyvajicimu eluénimu pufru zadrzenému membranou centrifugaéni kolonky po
odstfedéni muze byt objem ziskaného eluatu niz$i nez objem eluéniho pufru naneseného
na kolonku. Objem ziskaného eluatu navic zavisi na povaze alikvotu.

Eluované nukleové kyseliny se shromazduji v 1,5ml eluénich zkumavkach (ET), které jsou
soucasti dodavky a Ize je skladovat pfi teploté 2—8 °C po dobu az 24 hodin. Pro dlouhodobé
skladovani nad 24 hodin doporu€ujeme skladovat purifikované nukleové kyseliny pfi teploté
-20 °C.

Poznamka: Stabilita eluatl je znacné zavisla na raznych faktorech a souvisi s konkrétni
naslednou aplikaci. Byla vyhodnocena pro sadu QlAamp DSP Virus Spin Kit ve spojeni s
modelovymi naslednymi aplikacemi. Je na odpovédnosti uzivatele, aby se seznamil s
navodem k pouziti konkrétni nasledné aplikace pouzivané v jeho laboratofi a/nebo aby si
ovéfil cely pracovni postup za ucelem stanoveni vhodnych podminek skladovani.
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Vytézek a kvalita virovych nukleovych kyselin

Vynosy virové nukleové kyseliny izolované z biologickych alikvotd jsou normalné nizsi nez
1 ug. Ke stanoveni vytézka se doporucuji metody kvantitativni amplifikace. Pfi kvantifikaci
nukleovych kyselin izolovanych pfi pouZiti protokolu QlAamp DSP Virus Spin nezapomerite,

Ze ve vzorku bude vyznamné vice nosi¢e RNA nez virové RNA.

Nosi¢ RNA slouzi ke dvéma ucelim: Zaprvé, podporuje vazani virovych nukleovych kyseliny
na membranu QlAamp, zvlasté pokud je v alikvotu velmi malo cilovych molekul. Zadruhé,
pridavek velkého mnozstvi nosi¢e RNA snizuje moznost degradace virové RNA ve vzacném
pfipadé, kdy molekuly RNazy uniknou denaturaci chaotropnimi solemi a detergentem
v lyzaénim pufru (AL). Pokud se nosi¢ RNA do lyza¢niho pufru (AL) nepfida, mize to vést
ke snizeni vytézku virové RNA nebo DNA.

Nosi¢ RNA muZze byt také zahrnut do nékterych internich kontrolnich ¢€inidel komerénich
naslednych analyz. V téchto pfipadech se podivejte na pfislusné navody k pouZiti od
vyrobce navazujici analyzy.

Rzné amplifikacni systémy maji proménlivou G¢innost v zavislosti na celkovém mnozZstvi
nukleovych kyselin pfitomnych v reakci. Eluaty z této sady obsahuji jak virové nukleové
kyseliny, tak nosi¢ RNA s tim, Ze mnozstvi nosi¢e RNA vysoce prekracuje mnozstvi virovych
nukleovych kyselin. Vypocty mnozstvi eluatu, ktery se ma pridat k naslednym amplifikacim,
by proto mély brat v dvahu mnozstvi pfidaného nosi¢e RNA. K dosazeni nejvysSich hladin
senzitivity pfi amplifikacnich reakcich mozna bude nezbytné upravit mnozstvi nosice RNA
pfidaného do lyza¢niho pufru (AL).
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Pridavek internich kontrol

Pouziti protokolu QIAamp DSP Virus Spin v kombinaci s komeréné& dostupnymi
amplifikaénimi systémy muze vyzadovat zavedeni interni kontroly do postupu purifikace.
Interni kontrolni RNA nebo DNA by se mély pfidavat do lyza¢niho pufru spole¢né s nosi¢em
RNA. Pro optimalni G€innost purifikace by molekuly interni kontroly mély byt del$i nez
200 nukleotidt, protoze mensi molekuly se efektivné neregeneruji.

Viz pokyny vyrobce s cilem stanovit optimalni koncentraci. Pouziti jiné koncentrace nez

doporu¢ené mUze snizovat U¢innost amplifikace.

Automatizovana purifikace virové nukleové kyseliny na pfistroji
QlAcube Connect MDx

PFistroj QlAcube Connect MDx provadi automatizovanou izolaci a purifikaci nukleovych

kyselin. PFistroj mize zpracovat az 12 alikvot( v jednom cyklu.

PFi automatizovaném zpracovani sady QlAamp DSP Virus Spin Kit na pfistroji
QlAcube Connect MDx muze pfistroj zpracovat méné nez 50 alikvotd, a to z dGvodu mrtvych
objem0l, odpafovani a dalSi spotfeby reagencii automatizovanym pipetovanim. Pri
manualnim pouziti sady QlAamp DSP Virus Spin Kit spole¢nost QIAGEN garantuje pouze
50 stanoveni alikvotu.
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Obrazek 1. QlAcube Connect MDx.
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Postup QlAamp DSP Virus Spin
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Shrnuti a vysvétleni

Sada QlAamp DSP Virus Spin Kit vyuziva dobfe znamou technologii simultanni purifikace
virové DNA a RNA. Sada kombinuje selektivni vazebné vlastnosti membrany zaloZené na
oxidu kfemicitém s flexibilnimi eluénimi objemy vrozmezi 20 az 150 pyl v manudlnim

pracovnim postupu.

Tento postup je vhodny k pouziti s plazmou a sérem. Bud mohou obsahovat citrat, nebo
EDTA. Vzorky mohou byt bud’ Cerstvé nebo zmrazené s tim, Ze nebyly zmrazeny a neroztaly

vice nez jedenkrat.

Postup Ize pouzit pro izolaci virové RNA a DNA ze Siroké fady RNA a DNA vird. Jednoduché
postupy QlAamp DSP s centrifugaci jsou vhodné pro simultanni zpracovani nékolika
alikvotl. Postup Ize pIné automatizovat na pfistroji QlAcube Connect MDx (strana 9) pro
vétsi standardizaci a snadnéjsi pouZiti s eluénimi objemy 60-100 pl s pfirtstky 5 pl. Postup
je navrzen tak, aby se zabranilo kfizové kontaminaci mezi alikvoty a umoznilo se bezpecné
zachazeni s potencialné infekEnimi alikvoty. Virové nukleové kyseliny se eluuji v eluénim
pufru (AVE) a jsou pfipraveny k pouziti v amplifikacnich reakcich (PCR) nebo pro skladovani
pro pozdgjsi pouziti pfi teploté —20 °C.
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Dodavané materialy

Obsah sady

QlAamp DSP Virus Spin Kit

(Protedza QIAGEN)

Navod k pouziti (pFirucka)

Katalogové ¢. 61704

Poget stanoveni 508

QlAamp MinElute QlAamp MinElute columns COL 50
with Wash Tube (WT)s
(Kolonky QlAamp MinElute
s promyvacimi zkumavkami
Wash tube) (2 ml)

LT Lysis Tubes (Lyzacni 50
zkumavky) (2 ml) [LEE

ET Elution Tubes (Eluéni ELU | TUBE 50
zkumavky) (1,5 ml) -

WT Wash tube (WT)s TUBE 5 x 50
(Promyvaci zkumavky WT) m
(2 ml)

AL Lysis Buffer (Lyzaéni pufr)* m 33 ml

AW1 Wash Buffer 1 (Promyvaci | WASH | BUF | 1 ICONcl 19 ml
pufr 1) (AW1)* (koncentrat)

AW2 Wash Buffer 2 (Promyvaci | WASH | BUF | 2 ICONcl 13 ml
pufr 2) (AW2)" ((koncentrat)

AVE Elution Buffer (Elu¢ni pufr) ELU 4x2ml
(fialové krytky) m

PS Protease Solvent® PROT| SOLV 4,4 ml
(Rozpoustédlo proteazy) -

Carrier Carrier RNA (Nosi¢ RNA) CAR 310 ug
(Cervené krytky) m

QP QIAGEN Protease (QP)* 1 lahvicka

*

Obsahuje chaotropni stl. PFi praci pouzivejte odpovidajici bezpecnostni opatieni a noste rukavice. Neni

kompatibilni s dezinfek&nimi pfipravky obsahujicimi bélici prostfedky. Dal$i informace viz str. 16.

-+

Obsahuje azid sodny jako konzervaéni latku.

+ Viz ,Priprava reagencii a pufra“, strana 26.

P

Pfi automatizovaném zpracovani sady QlAamp DSP Virus Spin Kit na pfistroji QlAcube Connect MDx muze

pfistroj zpracovat méné nez 50 alikvotd, a to z ddvodu mrtvych objemd, odpafovani a dalsi spotfeby reagencii
automatizovanym pipetovanim. Pfi manualnim pouziti sady QIAamp DSP Virus Spin Kit spoleénost QIAGEN
garantuje pouze 50 stanoveni alikvotd.
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Soucasti sady

Hlavni soucasti sady obsahujici u€inné pfisady jsou vysvétleny nize.

Reagencie Uginné prisady Koncentrace (w/w) [%]
QIAGEN Protease (QP) Subtilisin >90az<100
(Proteaza QIAGEN)
AL Guanidinhydrochlorid 230az<50

Kyselina maleinova 20,1az<1
AW1 Guanidinhydrochlorid 250az<70
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Potrebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky

DalSi reagencie

e FEtanol (96-100%)*

Spotiebni materialy

® Pipetyt a pipetovaci $picky (pro zamezeni zkfizené kontaminace durazné
doporucujeme pouzivat pipetovaci Spicky s aerosolovymi bariérami)
e Jednorazové rukavice

Vybaveni

Topny blokt pro lyzu alikvotu pfi teploté 56 °C
Mikrocentrifugat (s rotorem pro zkumavky 1,5 ml a 2 ml)
Odmeérny valec (50 ml)

Trepacka vortex

Pro alikvoty < 200 pl: 0,9% roztok NaCl

Pouze pro automatizovany postup

QlAcube Connect MDxt (kat. €. 9003070)

Rotor Adapters (kat. €. 990394)

Rotor Adapter Holder (kat. €. 990392)

Sample Tubes CB (2 ml; kat. €. 990382, vstupni zkumavka na alikvot)
Shaker Rack Plugs (kat. €. 9017854)

Reagent Bottles, 30 ml (kat. €. 990393)

* Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dal$i latky, jako napfiklad metanol nebo metyletylketon.
1 Pred pouzitim zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuceni vyrobce.
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Filter-Tips, 1000 pl (kat. €. 990352)

Filter-Tips, 1000 ul, wide-bore (kat. ¢. 990452)
Filter-Tips, 200 pl (kat. ¢. 990332)

SafeSeal Tube, 1,5 ml, Sarstedt®; kat. &. 72.706
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Varovani a bezpecnostni opatfeni

Vezméte prosim na védomi, Ze podle mistnich predpisi od vas mlze byt vyzadovano
nahlaseni zavaznych udalosti, ke kterym doslo v souvislosti se zafizenim, a to vyrobci
a/nebo jeho autorizovanému zastupci a regulaénimu organu, pod néjz uzivatel a/nebo
pacient spada.

Pro diagnostické pouziti in vitro
Pfed pouzitim sady si peclivé prectéte vSechny pokyny.
Informace o bezpecnosti

PFi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnosti listy jsou k dispozici také online v PDF formatu na
strankach www.giagen.com/safety, kde mulzZete najit, pfecist a vytisknout bezpecnostni
listy vSech sad a soucasti sad QIAGEN.

UPOZORNENI: NEPRIDAVEJTE roztoky bélicich prostfedk(i nebo kyselin
pfimo do odpadnich material( z pfipravy vzork(.

® Lyzacni pufr (AL) a promyvaci pufr 1 (AW1) obsahuji guanidinhydrochlorid, ktery maze
v kombinaci s bélicimi prostfedky vytvaret vysoce reaktivni latky. V pfipadé rozliti
tekutin obsahujicich tyto pufry vycistéte kontaminované misto vhodnym laboratornim
detergentem a vodou. Pokud rozlita tekutina obsahuje potencialné infekéni latky,
vycistéte zasazenou oblast nejprve laboratornim detergentem a vodou a poté 1 %
(obj.) roztokem chlornanu sodného.
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http://www.qiagen.com/safety

o Jestlize jsou lahve s pufrem posSkozeny nebo prosakuji, pouzijte pfi likvidaci téchto
lahvi rukavice a ochranné bryle, abyste zabranili poskozeni vlastniho zdravi nebo
zdravi jinych osob.

® Spolecnost QIAGEN netestovala kapalny odpad vznikly postupy QlAamp DSP Virus
Spin z hlediska zbytkovych infekénich materiald. Kontaminace odpadni tekutiny
rezidualnimi infekEnimi materialy je vysoce nepravdépodobna, nelze ji vSak zcela
vylougit. Tekuty odpad je proto nutné povazovat za infekéni a je nutné s nim zachazet
a likvidovat jej v souladu s mistnimi bezpec&nostnimi predpisy.

® \/zorky a alikvoty jsou potencialné infek&ni. VVzorky a odpad z analyzy zlikvidujte

v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi predpisy.

Nouzova linka

CHEMTREC

USA a Kanada 1-800-424-9300
Zemé mimo USA a Kanadu +1 703-527-3887
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Bezpecnostni opatfeni

Pro jednotlivé komponenty sady QlAamp DSP Virus Spin Kit plati nasledujici pokyny tykajici

se rizika a bezpec€nostnich opatfeni:

Lysis Buffer (AL)

&

Obsahuje: guanidinhydrochlorid; kyselinu maleinovou. Varovani! Muze
byt Skodlivy pfi poZiti nebo pfi vdechnuti. Zptsobuje podrazdéni kiize.
Muze vyvolat alergickou kozni reakci. Zpusobuje vazné podrazdéni
ocCi. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle /
obligejovy &tit. Necitite-li se dobfe, volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO/Iékarfe. Pfi podrazdéni kize nebo vyrazce:
Vyhledejte Iékafskou pomoc. Kontaminovany odév svléknéte a pred
opétovnym pouzitim vyperte. Odstrarite obsah/obal ve schvaleném
zafizeni na likvidaci odpadu.

Wash Buffer 1 (AW1)

&

Obsahuje: guanidinhydrochlorid. Varovani! Skodlivy pfi poZiti nebo pfi
vdechnuti. Zplsobuje podrazdéni kGize. ZpUsobuje vazné podrazdéni
ocCi. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle /
obliCejovy §&tit. Kontaminovany odév sviéknéte a pred opétovnym
pouzitim vyperte. Odstrante obsah/obal ve schvaleném zafizeni na
likvidaci odpadu.

QIAGEN Protease (QP)

SO

Obsahuje: subtilisin. Nebezpeci! Zdravi Skodlivy pfi poziti.
ZpUsobuje podrazdéni kiize. ZpUsobuje vazné poskozeni o€i. Pfi
vdechnuti maze vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu, pfipadné
dechové obtize. MUze zpuUsobit podrazdéni dychacich cest.
Vyvarujte se vdechovani prachu/dymu/plynu/mihy/vypard/
aerosolu. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév /
ochranné bryle / obliCejovy Stit. Pouzivejte ochranny respirator.
PRI ZASAZENI OCI: Opatrné oplachuite vodou po dobu né&kolika
minut. Pokud zasazena osoba pouziva kontaktni Cocky, vyjméte
je (pokud je to mozné). Pokracujte v oplachovani. POKUD dojde
k zasazeni nebo dlivodné obavé, Ze doSlo k zasazeni: lhned
kontaktujte TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo Iékare. Pfeneste
osobu na Cerstvy vzduch a ponechte ji v poloze usnadriujici
dychani.
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Likvidace

Odpad obsahuje alikvoty a reagencie. Tento odpad muzZe obsahovat toxické nebo infekéni
materialy a musi byt fadné zlikvidovan. Postupujte pfi likvidaénich procedurach v souladu

s mistnimi bezpecnostnimi pfedpisy.

jsou k dispozici online ve formatu PDF na strankach www.qiagen.com/safety, kde si
uzivatelé mohou vyhledat, zobrazit a vytisknout bezpe&nostni listy pro kazdou sadu QIAGEN

a pro kazdou soucast pfislusné sady.
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Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim exspirace a podminkam skladovani
vytisténym na obalu a Stitcich vSech soucasti. Nepouzivejte soucasti s proSlym datem
exspirace ani nespravné skladované soucasti.

Kolonky QlAamp MinElute je po doruceni zapotfebi skladovat pfi teploté 2-8 °C. P¥Fi
spravném uchovavani jsou kolonky QlAamp MinElute stabilni az do konce doby pouzitelnosti

uvedené na krabici sady.

Poznamka: Aby nedo$lo ke smichani soucasti sady z rGznych sad, oznacte kolonky

QlAamp MinElute pfislusnym ¢islem Sarze sady.

VSechny pufry se mohou uchovavat pfi laboratorni teploté (15-25 °C) az do doby exspirace

uvedené na krabici sady.

Lyofilizovany nosi¢ RNA Ize uloZit pfi pokojové teploté az do konce doby exspirace uvedené

na krabici sady.

Lyofilizovanou proteazu QIAGEN Protease (QP) Ize uchovavat pfi pokojové teploté az do
doby exspirace, aniz by to ovlivnilo uginnost.

Stabilita pfi pouzivani

Nosi¢ RNA se mize rozpoustét pouze v eluénim pufru (AVE). U manualniho postupu se
rozpustény nosi¢ RNA musi okamzité pfidat do lyzacniho pufru (AL), jak je popsano pouze
na strané 27. Tento roztok by se mél pfipravit Cerstvy a je stabilni pfi teploté 2—-8 °C az po
dobu 48 hodin. Nepouzité podily nosi¢e RNA rozpusténé v elu¢nim pufru (AVE) je zapotrebi
zmrazit v alikvotnich podilech pfi teploté —20 °C.
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Proteaza QIAGEN Protease (QP) rekonstituovana v rozpoustédle proteazy (PS) je stabilni
az jeden rok, pokud se uchovava pri teploté 2—8 °C, ale pouze do vyprSeni doby exspirace
sady. Udrzovani zasobniho roztoku protedazy QIAGEN Protease (QP) pfi pokojové teploté

po dlouhou dobu neni vhodné.

Rekonstituovany promyvaci pufr 1 (AW1) a rekonstituovany promyvaci pufr 2 (AW2) jsou
stabilni po dobu 1 roku, pokud jsou uchovavané pfi pokojové teploté, ale pouze do doby
exspirace uvedené na krabici sady. Pfi pfipravé pufri pro automatizovany postup postupuijte
podle pokyn( v uzivatelské prirucce QIAcube Connect MDx.
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Odber, skladovani a nakladani se vzorky

Poznamka: Stabilita alikvotu je zna¢né zavisla na raznych faktorech a souvisi s konkrétni
naslednou aplikaci. Byla vyhodnocena ve spojeni s modelovymi naslednymi aplikacemi. Je
na odpovédnosti uzivatele, aby se seznamil s navodem k pouziti konkrétni nasledné aplikace
pouzivané v jeho laboratofi a/nebo aby si ovéfil cely pracovni postup za uc¢elem stanoveni
vhodnych podminek skladovani.

Obecna doporuceni pro odbér, transport a skladovani jsou uvedena ve schvaleném pokynu
CLSI MM13-A ,Collection, Transport, Preparation, and Storage of Specimens for Molecular
Methods* (Odbér, transport, pfiprava a skladovani vzork( pro molekularni metody). Déle je
tfeba pfi pfipravé, skladovani, pfepravé a obecné manipulaci s alikvoty dodrzovat pokyny
vyrobce vybraného prostfedku pro odbér vzorka.

Postup purifikace je optimalizovan pro pouziti se vzorky lidské plazmy a séra. K pfipravé
plazmy Ize pouzit alikvoty krve upravené EDTA nebo citratem jako antikoagulantem. Vzorky
mohou byt bud Cerstvé nebo zmrazené s tim, Ze nebyly zmrazeny a neroztaly vice nez
jedenkrat. Rozmrazte zmrazené alikvoty pomoci jemného tfepani, aby se zajistilo dikladné

promichani.

Po odbéru a centrifugaci mohou byt plazma nebo sérum uchovavany pfi teploté 2—-8 °C az
po dobu 6 hodin. Pro dlouhodobé uchovavani se doporucuje zmrazeni pfi =20 °C az -80 °C
v alikvotnich mnozstvich. Zmrazené vzorky plazmy nebo séra nesmi roztat vice nez jednou.
Opakované zmrazovani a roztati vede k denaturaci a precipitaci proteint, coz ma za
nasledek snizené virové titry, a proto dava snizené vytézky virovych nukleovych kyselin.
Kromé toho kryoprecipitaty vzniklé béhem cyklu zmrazeni-rozpusténi budou ucpavat
membranu QlAamp MinElute. Pokud budou kryoprecipitaty viditelné, mohou byt peletovany
pfi centrifugaci pfiblizné 6 800 x g po dobu 3 minut. Vycistény supernatant je zapotrebi
odstranit a zpracovat okamzité bez naruSeni pelety. lhned zahajte purifikacni postup.

Odstredovanim pfi nizkych silach g nedochazi ke snizeni virovych titra.
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Poznamka: Podle modelovych interferencnich studii pro sadu QlAamp DSP Virus Spin Kit
a v souladu s normou ISO 20186-2:2019(E) mize heparin ze zkumavek pro odbér krve
ovlivnit istotu izolovanych nukleovych kyselin a pfipadny pfenos do eluatd maze zpusobit
inhibici v nékterych naslednych aplikacich. Proto doporucujeme pouzivat alikvoty krve

oSetfené antikoagulantem EDTA nebo citratem.
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Dulezité poznamky

Dulezité body pfed zahajenim pouzivani

24

Po obdrzeni sady zkontrolujte, zda nejsou jeji komponenty podkozeny. V pfipadé
poskozeni blistrovych oball nebo lahvi s pufrem kontaktujte oddéleni technickych
sluzeb QIAGEN nebo mistniho distributora. V pfipadé rozliti tekutiny postupujte podle
pokyn( uvedenych v ¢asti ,Varovani a bezpecnostni opatfeni” (str. 16). Nepouzivejte
poskozené komponenty sady, protoze pouziti poSkozenych komponent by mohlo
negativné ovlivnit u¢innost sady.

Vzdy pouzivejte zafizeni bez RNazy.

Pred kazdym pfenosem kapalnych materiald vzdy vymérite pipetovaci $picky. Pro
minimalizaci zkfizené kontaminace doporu€ujeme pouzivat pipetovaci Spicky

s aerosolovou bariérou.

Pouzivejte vzdy rukavice na jedno pouZiti a pravidelné kontrolujte, zda nedoslo k jejich
kontaminaci testovanym alikvotem. Pokud dojde ke kontaminaci rukavic, vyhodte
rukavice do odpadu.

Pro minimalizaci zkfizené kontaminace neotevirejte vice zkumavek soucasné.

Po v8ech krocich pulzniho protfepavani ve vortexu mikrocentrifugaéni zkumavky kratce
odstfedte, aby se odstranily kapky z vnitfni strany vicka.

V8echny kroky centrifugace se provadéji pfi pokojové teploté (1525 °C).

Uzivatel by mél zajistit, aby byla béhem celého postupu zachovana sledovatelnost
alikvot(.

Pfi praci se sadou nepouzivejte soucasti jinych sad, pokud nemaji stejné Cislo Sarze.
Zamezte mikrobialni kontaminaci reagencii sady.

Pro zajisténi ochrany pred potencialné infekEnimi materialy doporuujeme pracovat za
podminek laminarniho proudéni az do lyzy vzorkd.

PFi automatizaci postupujte podle pokynud v uZivatelském rozhrani (QlAcube Connect
MDx) a nahlédnéte do prislusné uzivatelské prirucky (pro QlAcube Connect MDx).

Tuto sadu smi pouzivat pouze personal $koleny v laboratornich metodach in-vitro.
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Manipulace s kolonkami QlAamp MinElute

Kvdli senzitivité amplifikacnich technologii nukleovych kyselin jsou nasledujici bezpeénostni
opatfeni nezbytna pfi manipulaci s kolonkami QlAamp MinElute, aby nedoslo ke zkfizené
kontaminaci béhem pfiprav vzork(:

® Vzorek nebo roztok vkladejte do kolonky QlAamp MinElute opatrné. Odpipetujte vzorek
do kolonky QlAamp MinElute, aniz byste navlhcili okraj kolonky.

® Pred kazdym pfenosem kapalnych material( vzdy vymérite pipetovaci Spicky.
Doporucéujeme pouzivat pipetovaci $pi¢ky s aerosolovou bariérou.
Nedotykejte se pipetovaci Sickou membrany QlAamp MinElute.
Otevirejte kolonky QlAamp MinElute jednu podruhé a dbejte na to, aby nevznikaly
aerosoly.

Centrifugace

® Spolecné se sadou se dodavaji promyvaci zkumavky (WT) a eluéni zkumavky pro
vSechny centrifugacni kroky.

® Centrifugace kolonek QlAamp MinElute se provadi pfiblizné pfi 6 000 x g, aby se snizil
hluk odstfedivky. Odstfedovani kolonek QlAamp MinElute pfi plnych ota¢kach neovlivni
vytéZzek DNA nebo RNA.

® P¥i suchém odstfedovani na konci promyvaciho procesu a pro eluci by se centrifugace
méla provadét pfi plnych otackach.

® VeSkeré centrifugacni kroky je nutno provadét pfi pokojové teploté (15-25 °C).

Zpracovani kolonek QlAamp MinElute v mikrocentrifuze
o Kolonku QlAamp MinElute pfed jejim vlozenim do mikrocentrifugy uzavrete.

Odstfedujte popsanym zpUsobem.

o Vyjméte kolonku QlAamp MinElute a promyvaci zkumavku z mikrocentrifugy.
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® Vlozte kolonku QlAamp MinElute do nové promyvaci zkumavky. Zlikvidujte filtrat
a promyvaci zkumavku (WT). Nezapomerite, Ze filtrat mUze obsahovat nebezpecny
odpad a Ze je zapotfebi jej odpovidajicim zpUsobem zlikvidovat.

o Otevirejte kolonky QIAamp MinElute jednu podruhé a dbejte na to, aby nevznikaly

aerosoly.

Pro efektivni paralelni zpracovani vice aliokvotl doporu¢ujeme naplnit drzak na zkumavky
promyvacimi zkumavkami, aby bylo mozné kolonky QlAamp MinElute po centrifugaci
prenést. Pouzité promyvaci zkumavky obsahujici filtrat Ize zlikvidovat a nové promyvaci
zkumavky obsahujici kolonky QlAamp MinElute Ize umistit pfimo do mikrocentrifugy.

PFiprava reagencii a pufrt
Pfiprava RNA

Kdyz pfipravujete virovou RNA, pracujte béhem manualnich krokl postupu rychle a pred

zahajenim si pfectéte PFiloha na strané 45.

PFiprava protedazy QIAGEN Protease (QP)

Pfidejte cely obsah lahvicky obsahujici 4,4 ml rozpoustédla protedazy do lahvicky
s lyofilizovanou protedzou QIAGEN Protease (QP) a peclivé promichejte. Aby obsah
nezpeénil, michani provedte nékolikanasobnym obracenim lahvicky. Ujistéte se, Ze je
proteaza QIAGEN Protease (QP) zcela rozpusténa.

(D Nepridavejte proteazu QIAGEN Protease (QP) pfimo do lyzagniho pufru (AL).*

* Obsahuje chaotropni sul. Pfi praci pfijméte odpovidajici laboratorni bezpe¢nostni opatfeni a béhem manipulace
noste rukavice. Neni kompatibilni s dezinfekénimi pfipravky obsahujicimi bélici prostfedky. Viz informace o
bezpecnosti na strané 16.
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Pfidani nosi¢e RNA a interni kontroly do lyza¢niho pufru (AL)* (pouze pro
manualni postup)

Interni kontrola se velmi doporucuje v pfipadé€, Ze se sada QlAamp DSP Virus Spin Kit
pouziva v kombinaci s diagnostickymi amplifikaCnimi systémy. Pro dalSi informace viz
pokyny od vyrobce. Interni kontrolu a rekonstituovany nosi¢ RNA je potfeba pfidat do
lyza¢niho pufru (AL) a jemné& promichat pfevracenim zkumavky 10krat. Aby nedoS$lo k tvorbé
pény, nemichejte ve vortexu. Pokud se pouziva interni kontrola, snizte odpovidajicim
zpusobem objem lyzaéniho pufru (AL) (dalSi podrobnosti viz tabulka 1).

Viz pokyny vyrobce pro stanoveni optimalni koncentrace interni kontroly. Pouziti jiné nez
doporuc¢ené koncentrace mlze vést k chybnym vysledkim. PFi vypocitavani spravného
mnozstvi interni kontroly, ktera bude pouzita, vezméte v Uvahu pocatecni objem vzorku a
eluéni objem. Pamatujte, Ze sada QlAamp DSP Virus Spin Kit pouziva pocate¢ni objem
alikvotu 200 pl.

Pro pfipravu roztoku nosi¢e RNA pridejte 310 pl eluéniho pufru (AVE) do zkumavky
obsahujici 310 g lyofilizovaného nosi¢e RNA, abyste ziskali roztok 1 ug/pl. Nosi¢ RNA
ddkladné rozpustte, rozdélte jej na alikvotni podily vhodné velikosti a uchovaveijte pfi teploté

-20 °C. Alikvotni mnozstvi nosi¢e RNA nezmrazujte/nerozmrazujte vice nez 3krat.

Nosi¢ RNA se v lyza¢nim pufru (AL) nerozpousti. Musi se nejprve rozpustit v eluénim
® pufru (AVE) a poté pfidat do lyza¢niho pufru (AL). Zajistéte, aby se nosi¢ RNA pred
smichanim s lyzaénim pufrem (AL) zcela rozpustil ve spravném objemu elu¢niho pufru
(AVE).
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Vypocitejte objem smési lyzaéni pufr (AL) — nosi¢ RNA potfebny na $arzi vzork( podle volby
poctu alikvotl, které budou zpracovavany soucasné, z tabulky 1, strana 29. Pro vétsi pocty
alikvot(l Ize objemy vypocitat pomoci vzorového vypoctu uvedeného nize:
nx0,22ml=yml
y ml x 28 pl/ml =z pl
kde: n = pocet vzorkU, které maji byt zpracovany souc¢asné

y = vypocitany objem lyza¢niho pufru (AL)

z = objem smési nosi¢ RNA — eluéni pufr (AVE), ktery ma byt pfidan do lyza¢niho pufru
(AL)

Jemné promichejte 10x otocenim zkumavky dnem vzhuru. Aby nedoslo k tvorbé pény,

nemichejte ve vortexu.
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Tabulka 1. Objemy (obj.) lyzaéniho pufru (AL) a smési nosi¢ RNA - eluéni pufr (AVE) pozadované pro
konkrétni pocet (po¢.) alikvotii u postupu QlAamp DSP Virus Spin*

P9éet . Obj. lyzaéniho Obj. nosice Pocet alikvotii Obj. lyzaéniho Obj. nosice
alikvotu pufru (AL)* (ml) RNA-AVE (ul) pufru (AL)* (ml) RNA-AVE (ul)
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 pl

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 l

5 1,10 ml 30,8 pl 17 3,74 ml 104,7 pl

6 1,32 ml 37,0 pl 18 3,96 ml 110,9 pl

7 1,54 ml 43,1 pl 19 4,18 ml 117,0 pl

8 1,76 ml 49,3 pl 20 4,40 ml 123,2 pl

9 1,98 ml 55,4 l 21 4,62 ml 129,4 pl

10 2,20 ml 61,6 pl 22 4,84 ml 135,5 pl

11 2,42 ml 67,8 ul 23 5,06 ml 1417 pl

12 2,64 ml 73,9 pl 24 5,28 ml 147,8 pl

Postup pfipravy alikvotu je optimalizovan na 5,6 pug nosi¢e RNA na alikvot. Pokud se ukaze, Ze je pro vas
® amplifikacni systém lep$i pouzit méné nosic¢e RNA, pfevedte pouze pozadované mnozstvi rozpusténého
nosi¢e RNA do zkumavek obsahujicich lyzaéni pufr (AL). Na kazdy mikrogram nosi¢e RNA pozadovany pro
pfipravu pfidejte 5 pl nosi¢e RNA rozpusténého v elu¢nim pufru (AVE) na mililitr lyza€niho pufru (AL). Pouziti
méné nez 5,6 pg nosice RNA na alikvot musi byt validovano pro kazdy konkrétni typ alikvotu a naslednou analyzu.
*Pokud se pouziva interni kontrola, snizte odpovidajicim zplsobem objem lyzaéniho pufru (AL).

Pro automatizovany postup pfipravte nosi¢ RNA v AVE, jak je popsano vyse (abyste ziskali roztok
o koncentraci 1 pg/ul). V dalSim kroku dodejte do pfistroje QlAcube Connect MDx dostatecné
mnozstvi roztoku nosi¢e RNA pro pozadovany pocet alikvotu plus dva dalsi alikvoty. Pozadované
mnozstvi se zobrazi b&hem vkladani na uzivatelském rozhrani. Pfidani nosi¢e RNA do lyzaéniho

pufru (AL) se provadi pomoci pristroje QlAcube Connect MDx.

Smeés interni kontroly se pfipravi podle popisu na obrazovce pfistroje QlAcube MDx. Interni
kontrola se pfida ke smési nosi¢e RNA-AVE.
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Pfiprava promyvaciho pufru 1 (AW1)*

Pomoci odmérného valce pfidejte 25 ml etanolu (96-100%) do lahve obsahujici 19 ml
koncentratu promyvaciho pufru 1 (AW1), jak je napsano na lahvi. Zaskrtnéte zaskrtavaci
poli€ko na Stitku jako oznaceni, Zze byl pfidan etanol. Rekonstituovany promyvaci pufr 1

(AW1) uchovaveijte pfi pokojové teploté.

Pred zahajenim postupu vzdy promichejte rekonstituovany promyvaci pufr 1 (AW1)

nékolikanasobnym prevracenim lahve.
PFiprava promyvaciho pufru 2 (AW2) t

Pomoci odmérného valce pfidejte 30 ml etanolu (96-100%) do lahve obsahujici 13 ml
koncentratu promyvaciho pufru 2 (AW2), jak je napsano na lahvi. Zaskrtnéte zaskrtavaci
policko na Stitku jako oznaceni, Zze byl pfidan etanol. Rekonstituovany promyvaci pufr 2

(AW2) uchovaveijte pfi pokojové teploté.

® Pred zahajenim postupu vzdy promichejte rekonstituovany promyvaci pufr 2 (AW2)
nékolikanasobnym prevracenim lahve.

PFiprava elu¢niho pufru (AVE)

Ctyfi zkumavky eluéniho pufru (AVE) jsou soudasti sady. Dbejte na to, abyste
nekontaminovali pufr s RNazami. Pfi provadéni 4 nebo méné postupu purifikace za pouziti
jedné sady doporu€ujeme na konci kazdého postupu zlikvidovat zkumavku eluéniho pufru
(AVE).

* Obsahuje chaotropni sul. Pfi praci pfijméte odpovidajici laboratorni bezpe¢nostni opatieni a béhem manipulace
noste rukavice. Neni kompatibilni s dezinfekénimi pfipravky obsahujicimi bélici prostfedky. Viz informace o
bezpecnosti na strané 16.

T Obsahuje azid sodny jako konzervaéni latku.
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Protokol: Purifikace virovych nukleovych kyselin
z plazmy nebo séra pomoci mikrocentrifugy
nebo pfistroje QIAcube Connect MDx

K purifikaci virovych nukleovych kyselin z 200 ul séra nebo plazmy oSetfené EDTA nebo
citratem pomoci sady QlAamp DSP Virus Spin Kit a za pouziti mikrocentrifugy, pfipadné

automaticky na pfistroji QlAcube Connect MDx.
Dulezité body pfed zahajenim pouzivani

® Nize uvedeny postup obsahuje pokyny pro zpracovani jednoho alikvotu. Soubézné je
v8ak mozné zpracovat nékolik krevnich vzorkd; jejich pocet zavisi na kapacité pouzité
mikrocentrifugy.

® Na pristroji QlAcube Connect MDx Ize provadét automatizované zpracovani 2—10 nebo
12 alikvotu.

® P¥i automatizaci postupujte podle pokynud v uzivatelském rozhrani (QlAcube Connect

MDx) a prostudujte si uzivatelskou pfiruc¢ku k pfistroji QlIAcube Connect MDx.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

o Vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu (15-25 °C) a dukladné je promichejte.
Ujistéte se, Ze jsou vSechny reagencie a kolonky QlAamp MinElute (v uzavienych
blistrech) vytemperovany na pokojovou teplotu.

® Nastavte topny blok na teplotu 56 °C pro pouziti v kroku 4 (vyzadovano pro manualni
postup a automatizovany postup s manualni lyzou mimo pfistroj).

® Zajistéte, aby promyvaci pufr 1 (AW1), promyvaci pufr 2 (AW2) a proteaza QIAGEN
Protease (QP) byly pfipraveny podle pokynd uvedenych na stranach 26-30.

® Pokud se v lyza¢nim pufru (AL) vytvofil precipitat, rozpustte jej inkubaci pfi teploté
56 °C.
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® PFidejte nosi¢ RNA rekonstituovany v elu¢nim pufru (AVE) do lyza&niho pufru (AL)
podle pokynu uvedenych na strané 27 (pouze pro manualni postup).

® Pokud je to mozné, pouzijte elu€ni pufr (AVE) pro kazdy postup (k dispozici jsou
4 zkumavky).

® Postupy kontroly kvality ve spole€nosti QIAGEN popisuji funkéni testovani sady pfed
vydanim pro kazdou jednotlivou Sarzi sady. Nemichejte proto reagencie z riznych Sarzi
sad ani nekombinujte jednotlivé reagencie z rliznych Sarzi reagencii.

Postup

® U manualniho postupu s mikrocentrifugou postupujte podle krokd 1-15.
® Tento postup Ize na pfistroji QlAcube Connect MDx automatizovat ve dvou riznych

verzich:

O Plasma or Serum_Standard (Plazma nebo sérum_standard): PIné automatizované
s pouzitim 200 pl alikvotu (automatizace od kroku 1)

O Plasma or Serum_Manual lysis (Plazma nebo sérum_manuaini lyza): Casteéné
automatizované s manualni lyzou mimo pfistroj s pouzitim objemu 200 pl

pocate¢niho alikvotu (automatizace od kroku 5)

1. Do lyzaéni zkumavky (LT) napipetujte 25 ul proteazy QIAGEN Protease (QP).

® Pfed pouzitim zkontrolujte datum pouzitelnosti rekonstituované proteazy.
2. Do lyza¢ni zkumavky (LT) pridejte 200 ul plazmy nebo séra.

Poznamka: Pokud je objem alikvotu mens$i nez 200 pl, pfidejte odpovidajici mnozstvi
roztoku 0,9% chloridu sodného a upravte objem protedzy a alikvotu az na celkovych
225 .

3. Pridejte 200 pl lyzaéniho pufru (AL) (obsahujiciho 28 pg/ml nosi¢e RNA a pfipadné i
interni kontrolu). Uzavrete vicko a promichejte pulznim protfepavanim po dobu = 15 s.
Pro zajisténi efektivni lyzy je zasadné dulezité, abyste dikladné promichali alikvot

lyzaéni pufr (AL), ¢imz se ziska homogenni roztok.
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9.

10.

® Lyzaéni pufr (AL) obsahuje interni kontrolu. Vzhledem k vysokeé viskozité lyza¢niho
pufru (AL) dbejte na pfidani spravného objemu lyzacniho pufru (AL) peclivym

odpipetovanim.

® Nepfidavejte proteazu QIAGEN Protease (QP) pfimo do lyza¢niho pufru (AL).

. Inkubuijte pfi teploté 56 °C po dobu 15 minut v topném bloku.

. Lyzaéni zkumavku (LT) kratce odstfedujte pro odstranéni kapek z vnitfni strany vicka.

Poznamka: Pokud byla manualini lyza (kroky 1-15) provedena mimo pfistroj, Ize
automatizovat nasledujici kroky (kroky 6—15): ,Protokol manualni lyzy“ na pfistroji
QlAcube Connect MDx.

. K alikvotu pridejte 250 pl etanolu (96—100%), uzavrete vicko a dikladné promichejte po

dobu = 15 s na pulsnim vortexu. Lyzat inkubujte s etanolem po dobu 5 minut pfi
pokojove teploté (1525 °C).

. Zkumavku kratce odstfedujte pro odstranéni kapek z vnitini strany vicka.

. Opatrné naneste veSkery lyzat z kroku 7 na kolonku QlAamp MinElute, aniz byste

navlhéili jeji okraj. Uzavfete vicko a odstfedujte pfi pfiblizné 6 000 x g po dobu
> 1 minuta. Umistéte kolonku QIAamp MinElute do Cisté 2ml promyvaci zkumavky
(wash tube, WT) a promyvaci zkumavku (WT) obsahujici filtrat zlikvidujte.

® Pokud lyzat po centrifugaci zcela nepros$el kolonkou, odstfedujte znovu pfi vyssi

rychlosti, dokud se kolonka QlAamp MinElute nevyprazdni.

Kolonku QlAamp MinElute opatrné oteviete a pfidejte 500 pl promyvaciho pufru 1
(AW1), aniz byste navlhcili jeji okraj. Uzavrete vicko a odstredujte pfi pfiblizné 6 000 x
g po dobu = 1 minuta. Umistéte kolonu QlAamp MinElute do Cisté 2ml promyvaci

zkumavky (wash tube, WT) a promyvaci zkumavku (WT) obsahujici filtrat zlikvidujte.

Kolonku QlAamp MinElute opatrné oteviete a pfidejte 500 pl promyvaciho pufru 2
(AW2), aniz byste navlhili jeji okraj. Uzavrete vicko a odstredujte pfi pfiblizné

6 000 x g po dobu > 1 minuta. Umistéte kolonku QlIAamp MinElute do Cisté 2ml
promyvaci zkumavky (WT) a promyvaci zkumavku (WT) obsahujici filtrat zlikvidujte.
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12.

13.

14.
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Opatrné otevrete kolonku QlAamp MinElute a pfidejte 500 pl etanolu (96—100%), aniz
byste navlhcili jeji okraj. Uzaviete vicko a odstfedujte pfi pfiblizné 6 000 x g po dobu

> 1 minuta. Promyvaci zkumavku (WT) obsahujici filtrat zlikvidujte.

® PFenos etanolu do eluatu maze zplUsobovat problémy v naslednych aplikacich.
Rotory nékterych odstfedivek mohou pfi zpomaleni vibrovat, coz ma za nasledek
prisak obsahujici etanol, ktery pfijde do styku s kolonkou QlAamp MinElute. Prisak,
ktery pfijde do styku s kolonkou QIAamp MinElute, miZze byt rovnéz zpisoben

vyjmutim kolonky QlAamp MinElute a promyvaci zkumavky z rotoru.

Vlozte kolonku QlAamp MinElute do &isté 2ml promyvaci zkumavky. Odstredujte pfi
plnych otackach (pfiblizné 20 000 x g) po dobu 3 minut, aby se membrana zcela

vysusila.

® Vynechani této centrifugace, pfi niz dochazi k vysuseni kolonky, maze vést k
inhibici nasledné analyzy.

Umistéte kolonku QlAamp MinElute do nové 2ml promyvaci zkumavky, otevrete vicko
a sestavu inkubujte pfi teploté 56 °C po dobu 3 minut, aby se membrana zcela vysusila
a odpafila se veskera zbyvajici tekutina.

Vlozte kolonku QlAamp MinElute do nové elu¢ni zkumavky a promyvaci zkumavku

s filtratem zlikvidujte. Opatrné oteviete vicko kolonky QlAamp MinElute a do stfedu

membrany pfidejte 20—150 ul eluéniho pufru (AVE).

® Je tfeba pouzit novou eluéni zkumavku, aby nedoslo ke kontaminaci zbytky

promyvacich pufrt, které by mohly vést k inhibici nasledné analyzy.

® Davkovani elué¢niho pufru na stfed membrany je dllezité zejména u mensich

eluénich objem(, aby se zajistilo optimalni ziskani nukleovych kyselin a elué¢niho pufru.

® Eluéni objem Ize upravovat podle pozadavk( nasledné aplikace. V
automatizovaném pracovnim postupu jsou mozné elu¢ni objemy 60—100 pl s pfirastky
5 ul. Nezapomerite, Ze objem ziskaného eluatu maze byt niz8i nez objem elu¢niho
pufru naneseného na kolonku, a to v dlsledku zbyvajiciho eluéniho pufru zadrzeného

membranou centrifugové kolonky po odstfedéni.
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® Zajistéte, aby byl eluéni pufr vytemperovan na pokojovou teplotu.
15. Zavrete vicko a inkubujte pfi pokojové teploté po dobu >3 minut. Odstfedujte pfi plnych

otackach (pfriblizné 20 000 x g) po dobu 1 minuty.

® Vicka eluénich zkumavek otocte tak, aby sméfovala proti sméru otaceni rotoru
(napf. pokud se rotor otaci ve smeéru hodinovych rucicek, otocte vicka proti sméru
hodinovych rucicek).

® V pfipadé vSech automatizovanych postupl odstrarite eluaty z pfistroje ihned po

dokonceni cyklu a Fadné je ulozZte.

Kontrola kvality

V souladu se systémem Fizeni kvality ve spole€nosti QIAGEN, certifikovanym podle norem
ISO, se testuje kazda Sarze sady QlAamp DSP Virus Spin Kit vici pfedem stanovenym
specifikacim, aby se zajistila konzistentni kvalita vyrobku.
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Omezeni

Funkéni viastnosti systému byly stanoveny ve studiich hodnoceni funkénich vlastnosti pfi

purifikaci virovych nukleovych kyselin ze vzorkU lidské plazmy a séra.

Kazdy uzivatel je zodpovédny za kontrolu funkénich vlastnosti systém( u v8ech postuput
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich funkénich vlastnosti
vyrobku spole¢nosti QIAGEN.

Pro minimalizaci rizika negativniho dopadu na diagnosticky vysledek je zapotfebi pouzivat

pro nasledné aplikace odpovidajici kontroly. Jakékoliv ziskané diagnostické vysledky se

museji interpretovat v kontextu ostatnich klinickych nebo laboratornich nalezu.
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Charakteristika funkcnich vlastnosti

PFislusné charakteristiky funkénich vlastnosti naleznete pod kartou zdroje na produktové

strance na adrese www.qgiagen.com.
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Reseni potizi

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se systémem.
Dal8i informace muzete najit také mezi Castymi dotazy (Frequently Asked Questions, FAQ)
na strankach nasSeho centra technické podpory: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Védci z technické podpory spolecnosti QIAGEN vzdy radi zodpovi vasSe otazky ohledné

Udaju a/nebo protokoll v tomto manudlu i obecné k technologiim pro pfipravu alikvotl
a jejich analyz (kontaktni idaje naleznete na webovych strankach www.qiagen.com).

Komentare a navrhy

Obecné pokyny k manipulaci

a) Ucpavani Spicek pipet Zmrazené alikvoty nebyly po rozmrazeni dukladné promichany. Rozmrazte

pfi prenosu alikvotu zmrazené alikvoty pomoci jemného tfepani, aby se zajistilo dukladné promichani.
Kryoprecipitaty vzniklé bé&hem cyklu zmrazeni—rozmrazeni budou ucpavat
membranu QIAamp MinElute. V pfipadé, Ze jsou viditelné kryoprecipitaty,

vycistéte alikvot odstfedénim po dobu 5 minut pfi 16 000 x g.

b) Zanesena kolonka Pokud veskery lyzat neprojde pfes membranu po centrifugaci pfi 6 000 x g (8 000
QlAamp MinElute ot./min), centrifugujte znovu pfi plnych otackach (pfiblizné 20 800 x g) po dobu
1 min.

Pokud lyzat béhem centrifugace neprojde zcela membranou, alikvot zlikvidujte a
opakujte izolaci a purifikaci s novym testovanym alikvotem, pocinaje krokem 1.
Kryoprecipitaty vzniklé b&€hem zmrazeni a rozmrazeni budou ucpavat membranu
kolonky QlAamp MinElute. V pfipadé, Ze jsou viditelné kryoprecipitaty, vycistéte
alikvot odstfedénim po dobu 5 minut pfi 16 000 x g.

Pouziti ledem chlazeného ethanolu béhem lyzy mlze pomoci snizit riziko
zaneseni membrany. Déle je nezbytné piidavat pufry pro lyzu ve spravném
poradi popsaném vyse. Nepfidavejte proteazu QIAGEN Protease (QP) pfimo do

lyzaéniho pufru (AL).
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Komentare a navrhy

c) Vlyzaénim pufru se Rozpustte inkubaci lyza¢niho pufru (AL) pfi teploté 56 °C.

vytvofila srazenina

d) Variabilni eluéni objemy  Objem ziskaného eluatu zavisi na povaze alikvotu.
Vzhledem ke zbyvajicimu eluénimu pufru zadrzenému membranou centrifugacni
kolonky po odstfedéni muze byt objem ziskaného eluatu niz§i nez objem
eluéniho pufru naneseného na kolonku.
Naneste eluéni pufr do stfedu membrany. Davkovani eluéniho pufru na stfed
membrany je dllezité zejména u mensich elu¢nich objemu, aby se zajistilo
optimalni ziskani nukleovych kyselin a elu¢niho pufru.
e) Problémy pfi Viz uzivatelska priruc¢ka k pristroji QlAcube Connect MDx.

automatizovaném

pracovnim postupu

DNA nema dobrou téinnost v naslednych aplikacich

a) Neuplna lyza alikvott Pokud byla proteaza QIAGEN Protease (QP) dlouhodobé vystavena zvysSené
teploté, mlze u ni dojit ke ztraté aktivity. Opakujte postup s pouzitim novych

alikvotli a ¢erstvou proteazou QIAGEN Protease (QP).

Dbejte na to, abyste protedazu QIAGEN Protease (QP) rozpustili s rozpoustédlem
protedzy podle vy$e uvedenych pokynl. Aby obsah nezpénil, michani provedte
nékolikanasobnym obracenim lahvi¢ky. Ujistéte se, Ze je protedaza QIAGEN
Protease (QP) zcela rozpusténa. Nepfidavejte protedzu QIAGEN Protease (QP)
primo do lyzaéniho pufru (AL).

Pro zajisténi efektivni lyzy je zasadni, abyste dukladné promichali alikvot
alyza¢ni pufr (AL), ¢imz se ziskd homogenni roztok. Vzhledem k vysoké
viskozité lyzacniho pufru (AL) dbejte na pfidani spravného objemu lyzaéniho

pufru (AL) peclivym odpipetovanim a pouzitim vhodné pipety.

b) Namisto 96-100% byl Zopakujte purifikaéni proceduru s novymi alikvoty a 96-100% etanolem.
pouzit nizkoprocentni Nepouzivejte denaturovany alkohol, ktery obsahuje dalsi latky, jako napfiklad

etanol metanol nebo metyletylketon.
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Komentare a navrhy

c)

d)

e)

f)

40

Promyvaci pufr 1 (AW1)
nebo promyvaci pufr 2
(AW2) byl pfipraven

nespravné

Vzorky plazmy a séra
nebyly pfipraveny,
skladovany nebo

smichany spravné

V eluétu je malo DNA

nebo Zadna

Pouzit nevhodny eluéni

objem

Pfed zahajenim postupu se ujistéte, Ze koncentraty promyvaciho pufru 1 (AW1)
a promyvaciho pufru 2 (AW2) byly nafedény spravnym objemem 96-100%

ethanolu a promichany nékolikerym pfevracenim lahvicky.

Postup purifikace je optimalizovan pro pouziti se vzorky lidské plazmy a séra.
K pfipravé plazmy Ize pouzit alikvoty krve upravené EDTA nebo citratem jako
antikoagulantem. Po odbéru a centrifugaci mohou byt plazma nebo sérum
uchovavany pri teploté 2—-8 °C az po dobu 6 hodin. Pro dlouhodobé uchovavani

se doporucuje zmrazeni pfi =80 °C az -20 °C v alikvotnich mnoZstvich.

Zmrazené vzorky plazmy nebo séra nesmi roztat vice nez jednou. Opakované
zmrazovani a roztati vede k denaturaci a precipitaci proteint, coz ma za nasledek

sniZené virové titry, a proto dava snizené vytézky virovych nukleovych kyselin.

Rozmrazte zmrazené alikvoty pomoci jemného tfepani, aby se zajistilo dukladné

promichani.

Pokud je to mozné, snizte elu¢ni objem nebo zvyste mnoZstvi eluatu pfidaného

do reakce.

Stanovte maximalni objem eluatu vhodny pro vasi naslednou aplikaci. V souladu
s tim snizte nebo zvyste objem eluatu pfidaného do nasledné aplikace. Eluéni
objem muZe byt umérné upraven. Eluce s mensimi objemy elu¢niho pufru (AVE)

vede k vy$Sim koncentracim nukleovych kyselin.
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Komentare a navrhy

9)

h)

Pfenos potencialniho

inhibitoru

Nespravné
degradovany/pfipraveny
nosi¢ RNA

Pfed eluci nezapomernite provést krok suché centrifugace, abyste zabranili

potencidlni inhibici nasledné analyzy.

Je tfeba pouzit novou eluéni zkumavku, aby nedoSlo ke kontaminaci zbytky
promyvacich pufrd, které by mohly vést k inhibici nasledné analyzy.

Podle modelovych interferenénich studii pro sadu QlAamp DSP Virus Spin Kit a
v souladu s normou ISO 20186-2:2019(E) muze heparin ze zkumavek pro odbér
krve ovlivnit ¢istotu izolovanych nukleovych kyselin a pfipadny pfenos do eluatl
mUze zpusobit inhibici v nékterych naslednych aplikacich. Proto doporucujeme

pouzivat alikvoty krve oSetfené antikoagulantem EDTA nebo citratem.

Nosi¢ RNA slouzi ke dvéma ucelim: Zaprvé, podporuje vazani virovych
nukleovych kyseliny na membranu QlAamp, zvlasté pokud je v alikvotu velmi
malo cilovych molekul. Zadruhé, pfidavek velkého mnozZstvi nosi¢e RNA snizuje
moznost degradace virové RNA ve vzacném pfipadé, kdy molekuly RNazy

uniknou denaturaci chaotropnimi solemi a detergentem v lyza¢nim pufru (AL).

Pokud se nosi¢ RNA do lyzaéniho pufru (AL) nepfida, muze to vést ke snizeni
vytéZku virové RNA nebo DNA.

Nosi¢ RNA se muZe rozpoustét pouze v eluénim pufru (AVE). Rozpustény nosi¢
RNA se musi okamzité pfidat do lyza¢niho pufru (AL).

Nosi¢ RNA muze byt také zahrnut do nékterych internich kontrolnich &inidel
komer¢nich naslednych analyz. V téchto pfipadech se podivejte na pfislusné

navody k pouziti od vyrobce navazujici analyzy.
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Symboly

V navodu k pouziti anebo na obalu a znaceni se objevuji nasledujici symboly:

Definice symbolu

Obsahuje dostatek reagencii pro <N> reakci

Z
\Y

Viz navod k pouziti

Pouzijte do

Tento vyrobek splfiuje pozadavky evropského nafizeni
2017/746 pro diagnostické zdravotnické prostfedky in
vitro.

~ e 9

<

s

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogové Cislo

Dulezita poznamka

Cislo sarze

Q

Cislo materialu (tj. oznageni dilu)

Komponenty

Objem

Teplotni omezeni

Vyrobce

K [5¢

42 Navod k pouziti sady QlAamp DSP Virus Spin Kit (pfirucka) 06/2022



Symbol

Definice symbolu

2y

Kiezs "0

{ il
{ 4 i
1 Sl

2131 13| 1% |18 3]
) al 1Sl |3 *
- |

LEIC ACID |

B

g+ g
E—|

Pfi dodani

Otevfit pfi prevzeti; uchovavejte kolonky QIAamp
MinElute pfi teploté 2-8 °C

ZapiSte aktualni datum pfidani etanolu do lahvi¢ky

Pridani
Obsahuje
Lyofilizovano
Rekonstituujte v

Etanol

Guanidinhydrochlorid
Kyselina maleinova

Subtilisin

Globalni ¢islo obchodni polozky (Global Trade Item
Number, GTIN)

Zpusobuje

Pocet

R oznacuje revizi navodu k pouziti a n je Cislo revize

Chrante pfed slune¢nim svétlem

Navod k pouziti sady QlAamp DSP Virus Spin Kit (pfiru¢ka) 06/2022

43



Symbol

Definice symbolu

44

A

UDI

Varovani/upozornéni

Jedinecny identifikator prostfedku
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Priloha
Manipulace s RNA

Ribonukleazy (RNazy) jsou velmi stabilni a aktivni enzymy, které obecné nevyzaduji ke své
funkci pritomnost kofaktor(. ProtoZze se RNazy inaktivuji obtizné a k destrukci RNA staci jen
nepatrna mnozstvi, nepouzivejte Zadné plastové &i sklenéné pfedméty, aniz byste nejprve
neodstranili pfipadnou kontaminaci RNazou. Dbejte na to, aby nedoslo k neumysinému
zavleCeni RNaz do vzorku RNA béhem izola¢ni procesu nebo po ném. Pro vytvofeni
a udrzeni prostfedi prostého RNaz se museji uplatnit nasledujici bezpecnostni opatfeni
béhem predbézného zpracovani a pouzivani nadob aroztokl k jednorazovému

a vicenasobnému pouziti pfi praci s RNA.
Obecné pokyny k manipulaci

Pfi praci s RNA je vzdy nutno pouzivat spravnou mikrobiologickou aseptickou techniku.
Ruce a prachové ¢€astice mohou pfenaSet bakterie a plisné ajsou to nej¢astéjsi zdroje
kontaminace RNazou. PFi manipulaci s reagenciemi a alikvoty RNA vzdy noste latexové
nebo vinylové rukavice, abyste zabranili kontaminaci RNazou z povrchu kize nebo ze
zapraseného laboratorniho vybaveni. Rukavice ¢asto vyménujte a zkumavky uchovavejte

zaviené.
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Informace o zpusobu objednavani

Produkt Obsah Kat. €.
QlAamp DSP Virus Spin Kit Na 50 pfiprav: Kolonky QlAamp 61704
(50) MinElute, pufry, reagencie,
zkumavky, pfipojky VacConnectors

Souvisejici produkty

QlAcube Connect MDx* PFistroj a ro¢ni zaruka na dily 9003070
a servis

PrislusSenstvi

Rotor Adapters Na 240 priprav: 240 adaptéra 990394
Disposable Rotor Adapters a
240 zkumavek Elution Tubes (1,5 ml)
pro pouziti na pfistroji QlAcube
Connect MDx

Rotor Adapter Holder Drzak na 12 jednorazovych adaptérd 990392
do rotoru; pro pouziti s pFistrojem
QlAcube Connect MDx

Sample Tubes CB 1 000 zkumavek se Sroubovacim 990382
vickem bez olemované zakladny
(2 ml) pro pouziti na pfistroji QlAcube
Connect MDx

Shaker Rack Plugs Pro naplnéni stojanu tfepacky 9017854
QlAcube Connect MDx

Reagent Bottles, 30 ml Lahve Reagent Bottles (30 ml) 990393
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s vicky; bali¢ek po 6 kusech; pro
pouziti s pristrojem QlAcube Connect
MDx
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Filter-Tips, 1000 pl

Filter-Tips, 1000 pl, wide-bore

Filter-Tips, 200 ul

Spicky Disposable Filter-Tips, ve
stojanech; (8 x 128). Pro pouziti s
pFistrojem QlAcube Connect MDx

Spicky Disposable Filter-Tips, Siroky
otvor, ve stojanech; (8 x 128); neni
vyzadovano pro vSechny protokoly.
Pro pouziti s pfistrojem QlAcube
Connect MDx

Spic¢ky Disposable Filter-Tips, ve
stojanech; (8 x 128) Pro pouziti

s pristroji QlAcube Connect MDx a
QIAsymphony SP/AS

990352

990452

990332

* Pristroj QlAcube Connect MDx neni k dispozici ve vSech zemich. Pro dal$i podrobnosti kontaktujte oddéleni

technickych sluzeb spole€nosti QIAGEN.

Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny

v pfiru¢ce pro sadu QIAGEN nebo v navodu k pouziti. Navody k pouziti k sadam QIAGEN

jsou k dispozici na webovych strankach www.qgiagen.com nebo si je Ize vyzadat od

oddéleni technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN ¢i mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Revize Popis

R1, Cerven 2022 Verze 2, revize 1

Aktualizace sady na verzi 2 kvuli souladu s nafizenim IVDR
Aktualizace oddild ZamySlené pouziti a Omezeni
Aktualizace oddilu Popis a principy

Aktualizace oddilu Dodavané materialy (pfidany ucinné
pfisady) a Potfebné materialy, které nejsou soucasti dodavky

Aktualizace oddilu Varovani a bezpe¢nostni opatfeni (pfidan
nouzovy kontakt a ¢ast Likvidace)

Aktualizace oddilu Skladovani reagencii a manipulace s nimi
Aktualizace oddilu Odbér, skladovani a nakladani se vzorky
Aktualizace oddilu Dulezité poznamky a postupy
Aktualizace oddilu Charakteristika funkénich vlastnosti
Aktualizace ¢asti Priloha

Pfidany Pokyny pro FeSeni potizi

Aktualizace ¢asti Symboly

Aktualizace oddilu Informace o zplsobu objednavani
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(o] é li ¢ni uj ani pro sadu QlAamp® DSP Virus Spin Kit
Pouzivanim tohoto produktu vyjadiuje kazdy kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento produkt se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto produktem a timto navodem k pouZiti a pro pouZiti pouze se soucastmi
dodanymi v tomto panelu. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych duSevnich prav k pouZivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsazeny
v tomto panelu, spoleéné s kterymikoliv sou¢astmi, které v tomto panelu obsazeny nejsou, s vyjimkou pfipadi popsanych v tomto navodu k pouZiti a dalich
protokolech dostupnych na webovych strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto doplriujicich protokolt byly poskytnuty uZivateli produkti spolecnosti
QIAGEN pro jiné uzivatele produktii QIAGEN. Tyto protokoly nebyly spolecnosti QIAGEN duikladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN
nezarucuje ani neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuji prava tfetich stran.

2. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tento panel a/nebo jeho pouZiti nenarusuje prava tretich
stran.

3. Tento panel a jeho komponenty jsou licencovany k jednordzovému pouZziti a nesmi se pouzivat opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.
4. Spole¢nost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupujici a uzivatel tohoto panelu souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakéazané ¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN muZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyZzadovat
kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vysetifovani a soudni vylohy véetné poplatkil za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem
prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti s panelem a/nebo jeho soucastmi.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAcube®, QlAamp® (skupina QIAGEN). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu,
i kdyz nejsou vyslovné takto oznaceny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.

1127542CS 06/2022 HB-3031-001 © 2022 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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