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c € EliGene® Viral RNA/DNA FAST Isolation Kit

V

Navod k pouziti

BALENI: Skladovdni a doba pouZitelnosti:

Kat. ¢. Baleni:
409100 100 izolaci

Vsechny reagencie a komponenty kitu museji byt skladovany pti pokojové teploté (15
-30°C).
Pri dodrzeni téchto skladovacich podminek si kit plné udrzi svou aktivitu, dokud

neubéhne expiracni doba uvedena na obalu.

Ucel pouZiti
EliGene® Viral RNA/DNA FAST Isolation Kit je urcen pro rychlou (15min) izolaci virové RNA a DNA
(nukleovych kyselin — NK) ze stérd z nosohltanu, bukalnich stérd, sputa a slin pomoci specidlné

vyvinuté technologie pro odstranéni inhibitor(. lzolace je specidlné navrzena pro pouziti na vzorky s
nizkym obsahem nukleovych kyselin. Izolovana NK vykazuje vysokou Cistotu a je tudiz vhodna pro
amplifika¢ni techniky jako RT-PCR virovych NK v klinickych vzorcich.

Princip metody

Princip izolace spociva v lyze virovych partikuli za pomoci detergentll. Za pfitomnosti chaotropniho
¢inidla je nukleovd kyselina navazana na spin kolonku (filtr), promyta a vyplachnuta (eluce) TRIS-HCI
pufrem bez EDTA.

Izolovand NK je pfipravena pro primé pouziti do RT-PCR, RT-qPCR i jinych aplikaci.

Obecny uvod

Diagnostika virovych onemocnéni dychacich cest se zaméruje na detekci virovych nukleovych kyselin
pomoci DNA detekénich metod. Tyto metody vétSinou vyzaduji virové nukleové kyseliny izolované
z klinického materialu a prosté inhibitorl reverzni transkriptazy a DNA polymerazy. Existuje vice
postupl izolace nukleovych kyselin z klinického materidlu, které mohou byt zaloZzeny na principu
paramagnetickych castic, silica kolonek, filtrace atd. Technologie silica kolonek umoziuje rychlé
odstranéni PCR inhibitor( snadnym promytim nukleovych kyselin vazanych k filtru za dodrzeni vysoké
citlivosti zachytit i malé koncentrace nukleovych kyselin.
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Pozadovany materidl, ktery neni soucdsti baleni:

100 x 1.5 ml zkumavky s vi¢ky pro lyzu a zpracovani vzorka.
100 x mikrozkumavky s vi¢ky pouZivané laboratofi pro skladovani izolované NK
13 ml 96% etanolu pro molekuldrni biologii

PoZadované vybaveni:

Mikrocentrifuga (12,000 x g)
Vortex

Stojanek na mikrozkumavky
Sada pipet: 50 — 1000 ul

Obsah soupravy:

Lysis Buffer Stock Solution (zasobni roztok) 22 ml + pridat Solution M

Wash Buffer 1 (promyvaci pufr 1) 53 ml

Wash Buffer 2 (promyvaci pufr 2) 40 ml + pfidat 13 ml 96% etanolu”
Elution Buffer (elucni pufr) 6 ml

Solution M (roztok M) 110 ul

Spin Filters (kolonky ve 2 ml zkumavkach) 100 ks

2 ml Collection Tubes (zkumavky bez vicka) 200 ks

*13 ml 96% etanolu neni soucdsti baleni

UPOZORNENI:

Predpftiprava roztoku, pred pouzitim.

Na kazdy den si pfipravte Cerstvy pracovni roztok Lyzacniho roztoku smichanim 5 pl Solution M

+ 1 ml Lysis Buffer zasobniho roztoku. Pridani Solution M do Lyza¢niho pufru provadéjte v digestofi!
V ptipadé, zZe v jeden den pldnujte spotiebovat celou soupravu na 100 izolaci, smichejte cely objem
Solution M se zdsobnim Lysis Buffer Stock Solution.

Udrzujte pripraveny Lyzacni roztok celou dobu pii pokojové teploté!

Pfipraveny Lyzacni roztok je stabilni pfi pokojové teploté po dobu 24 hodin.

Pridejte 13ml 96% etanolu do Wash Buffer 2 pied prvnim pouzitim! Pouzivejte pouze etanol ur¢eny
pro molekularni biologii, eventudlné v Cistoté p.a.
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Bezpecnostni opatreni:

PFi praci se soupravou pouzivejte rukavice. Doporucuje se pracovat v BIO-hazard boxu. Vyhnéte se
jakémukoliv kontaktu kOZe sreagenciemi. V pfipadé kontaktu klZe s reagenciemi zasaZzené misto
dikladné oplachnéte vodou.

Nepolykejte reagencie. V pfipadé ndhodného uZiti nebo kontaktu s reagenciemi proctéte MSDS
protokol, ktery je k dispozici na vyzadani na telefonu 542 213 851 nebo na webovych strankach
www.elisabeth.cz.

Reagencie oznacené jako horlavé by mély byt drZeny od otevieného plamene a ohné.

Nemichejte komponenty z rozdilnych Sarzi souprav.

Lyzacni roztok a Wash Buffer 2 nejsou pfipraveny ihned k pouZiti a je nutna jejich predpfiprava - viz
UPOZORNENTI vyse.

Odbér vzorku, zpracovani a uchovavani

Stéry z nosohltanu a bukalni sliznice:

Uvedené vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do odbérovych zkumavek.
Doporucené odbérové tampony:

FLOQSwabs (Copan) —tampony ponofit do UTM — (Universal Transport Medium, Copan)

Darcon swap — tampony ponofit do transportniho média pro viry MicroTest™ M4RT nebo MicroTest™
M6 (Termo Scientific)

Jiné odbérové sady na bazi polymerovych materidld s transportnim médiem pro viry.

NepouZivejte bavinéné tampony z dlivodu mozné inhibice PCR reakce. Transportni médium viry
naredi a u nizkych koncentraci virh mize toto naredéni zplsobit faleSné negativni vysledky.

Jako alternativu k transportnimu médiu pro viry lze pouzit lyzaéni pufr, kdy odbérové tampony jsou
zalamovany pfimo do lyzaéniho pufru fedéného 1:1 vodou pro molekularni biologii bez pfidaného
roztoku M (Solution M). Solution M pridejte az tésné pred izolaci dle postupu uvedeného nize.

Vzorky by mély byt pfepravovany do laboratofe pti 4 °C (modry led). Jsou stabilni minimalné 72 hodin
od odbéru vzorkl pti 4 °C. V pripadé, Ze nemate moznost transportovat vytéry do laboratore pfi 4 °C,
je mozné prepravovat vzorky pfi pokojové teploté do Sesti hodin.

Pro delsi skladovani vzorkd nez 72 hodin zmrazte vzorek na -20 °C.

Sputum a sliny:

Uvedené vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do odbérovych zkumavek.
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V laboratofi nafedte sputum nebo sliny s PBS pufrem nebo fyziologickym roztokem v poméru 1:1.
V pripadé vysoké hustoty mlzZete pridat jesté jeden dil PBS nebo fyziologického roztoku. Vzorek poté
fadné zvortexujte a centrifugujte pfi 12,000 x g po dobu 2 minut. Poté odeberte z vrchni ¢asti 200
mikrolitr(i supernatantu, které pouzijte pro dalsi izolaci.

Vzorky sputa a slin by mély byt prepravovany do laboratofe pti 4 °C (modry led). Pro delsi skladovani
vzork( nez 48 hodin zmrazte vzorek na -20 °C.

Izolacni protokol postup

Durazné doporucujeme precist si tento navod pred prvnim pouzitim EliGene® Viral RNA/DNA FAST
Isolation Kit
Pouzivejte rukavice po celou dobu prace s kitem.
Dukladné odstraite zbytkovy etanol ze spin kolonky pred eluci, je to kritické pro uspésnost
vysledka.
1. Napipetujte 200 pl vzorku (transportni médium nebo fedéné sputum nebo sliny) do 1.5 ml
zkumavek (nejsou v baleni).

2. Ujistéte se, Ze mate pripraveny cerstvy Lyzacni roztok smichanim dle postupu uvedeném
v ,UPOZORNENI“
Pridejte 200 pl lyzaéniho roztoku do 1,5 ml zkumavky se vzorkem (200 pl) z kroku 1., zavrete

vickem a vortexujte 10 sekund. V tomto kroku muzZete pred vortexovanim pfidat vnitini
kontrolu dle navodu u pouzitého detekéniho kitu.

V pfipadé, Ze jste odbérovy tampon vloZili pfimo do rfedéného lyzaéniho pufru, pouZijte
veskery objem pufru po vytazeni tamponu a pridejte do néj 1 ul roztoku M (Solution M),
zaviete vickem a vortexujte 10 sekund. V tomto kroku muzZete pred vortexovanim pridat
vnitfni kontrolu dle ndvodu u pouzitého detekéniho kitu.

Pozndmka: Lyzacni roztok slouZi ke kompletni lyze virt i bunék a obsahuje detergenty a jiné
specidlni reagenty usnadnujici lyzu a navdzani NK na silika membrdnu kolonky.

3. Kratce stoéte pro odstranéni tekutiny z vicka a prepipetujte obsah do kolonky ve sbérné
zkumavce a vlozte do centrifugy.
Centrifugujte pfi 12,000 x g po dobu 1 minuty.
Filtrat vylejte, sbérnou zkumavku nevyhazujte a pouzijte ji znovu.
Pozndmka: NK se navdZe na silika membrdnu na spin kolonce za pomoci chaotropniho cinidla.
Filtrat obsahuje nendvdzané zbytky bunécnych struktur napf. denaturované proteiny.
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4. Pridejte 500 pl Wash Buffer 1 do kolonky a centrifugujte pti 12,000 x g po 1 minutu.
Filtrat vylejte a sbérnou zkumavku nevyhazujte a pouZijte ji znovu.

Pozndmka: Wash Buffer 1 je promyvaci roztok slouZici k odstranéni zbytkovych necistot z NK
navdzanych na kolonce.

5. Pridejte 500 ul Wash Buffer 2 do kolonky. Ujistéte se, Ze jste si pfi prvnim pouiiti pridali do
Wash pufru 2 predepsané mnozstvi etanolu.
Centrifugujte pfi 12,000 x g po 1 minutu.
Filtrat vylejte a sbérnou zkumavku vyhodte také.
Pozndmka: Wash Buffer 2 je promyvaci roztok na bdzi etanolu k odstranéni zbytkovych necistot

z NK navdzanych na kolonce.

6. Vlozte kolonku do nové sbérné zkumavky (soucast baleni) a centrifugujte opét pti 12,000 x g po
1 minutu pro Uplné vysuseni membrdany od etanolu.
Pozndmka: Pouze kompletné vysusend kolonka od zbytk( etanolu umozni maximdlni uvolnéni
NK z membrdny v poslednim kroku.

7. Opatrné viozte kolonku do nové sbérné zkumavky (soucast baleni)
8. Pridejte 50 pl Eluc¢niho pufru (Elution Buffer). Nechte stat 1 minutu pfi pokojové teploté.
9. Centrifugujte pfi 12,000 x g po 1 minutu.

10. Odstrante kolonku.
NK ve sbérné zkumavce je nyni pfipravena pro poutziti v dalSich aplikacich.
Prepipetujte roztok nukleovych kyselin do zkumavky s vickem (neni v baleni), kterou
standardné pouzivate pro skladovani NK ve vasi laboratofi.
Pozndmka: Eluéni pufr uvolni NK z kolonky, a ta se vypldchne do sbérné zkumavky. Nukleové

kyseliny jsou uvolnény z membrdny a neobsahuji soli ani etanol.

Funkcni charakteristiky

Souprava byla testovana pro izolaci virovych nukleovych kyselin, pivodce nemoci chtipky, virové
hepatitidy B, virové hepatitidy C, koronaviru SARS-CoV-2 z klinickych vzork(l jako bukdlni stéry, stéry
z nosohltanu, sliny a sputum. Ndasledné testovani pomoci Real-Time PCR analyz a srovnani s jinymi
komerénimi metodami, ovéfilo vysoky vytézek virové NK ze vzorku.

Souprava EliGene® Viral RNA/DNA FAST Isolation Kit uréena pro izolaci virovych nukleovych kyselin ze
vzork( stérl z nosohltanu, sliznice Ustni, slin a sputa vykazala na 15 klinickych vzorcich 100% shodu v
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detekci RNA viru SARS-CoV-2 a chfipkovych virll ve srovndni s konkurenénim izola¢nim postupem.
Dale byla prokdzdana 100% reprodukovatelnost vysledk(. Na 2000 klinickych vzorcich stér(
z nosohltanu byla inhibice nasledné PCR reakce pozorovdna pouze u 0,2% izolaci.

Obecnd varovadni a bezpecnostni opatfeni

Tato souprava je ur€ena pouze pro in vitro pouziti.

e SARS-CoV-2 je velmi nebezpecny patogen, dodrzujte aktudlni nafizeni a doporuc¢eni WHO
pro laboratore BSL2+ nebo BSL3

e Laboratorni ochranné rukavice a respiratory FFP3 jsou nezbytné pro praci s koronaviry.
Pracujte prosim v pfislusnych Biohazard boxech. Také odstfedovani vzorkdi musi byt
provadéno v Biohazard boxech. Méjte na paméti, Ze i RNA nékterych vir mdZe zpusobit
infekci.

e Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencidlné infekénim materidlem. Vyhnéte se
primému kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzork( a tvorbé aerosold.

e Vsechny centrifugy, mini centrifugy a vortexy pouzivejte pouze v Biohazard boxu, abyste
zabranili kontaminaci aerosolem.

e Jakykoliv materidl, ktery ptisel do styku s biologickymi vzorky, musi byt dekontaminovan 3%
chlornanem sodnym po dobu nejméné 30 minut anebo autokldvovan pfi 121 °C nejméné
60 minut pfed umisténim do odpadu.

e Vsechny pouzité pomlcky, Spicky a pracovni materidly a odévy povaZzujte za potenciondlné
infekcni a zlikvidujte podle platnych pfedpist a doporuceni pro manipulaci s vysoce infekénim
odpadem.

e Pracujete se vSemi reagenciemi a pouzivanym materidlem s védomim, Ze mohou prenaset
infekéni agens. Vyhnéte se prfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v
souladu s adekvatnimi bezpeénostnimi predpisy. Spotifebni materidl musi byt spalen. Tekuté
odpady obsahuijici kyseliny nebo zasady museji byt pfed likvidaci zneutralizovany.

e Pouzivejte vhodné ochranné obleceni, rukavice a ochranu oci a obliceje.

e Nikdy nepipetujte roztoky Usty.

e Nejezte, nepijte. Nekurte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach.

e RAadné si umyjte ruce po praci se vzorky a reagenciemi.

e Pracujte ve standardnim reZimu oddélenych mistnosti: izolace, PCR set up, amplifikace,
detekce

e Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpecnostnimi predpisy.
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Pfed zapocetim prace si fadné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto navodu.

PFi praci postupujte presné podle navodu k poufziti.

Kit nepouZivejte po dobé exspirace, ktera je uvedena na obalu.

Pouzivejte pouze reagencie poskytované v rdmci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.
Nemichejte reagencie z rliznych Sarzi!

NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobc(!

Neménte doporucené protokoly analyzy!

Varovdni a bezpecnostni opatreni pro molekuldrni biologii

Molekularné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce,
amplifikace a detekce vyzaduji kvalifikovany personal z divodu zamezeni chybnych vysledkd,
specialné vzhledem k degradaci nukleovych kyselin obsazenych ve vzorcich a k mozné
kontaminaci.

Je nezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu
amplifikacnich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do
mistnosti pro extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pfipravu amplifikacnich smési.
Je nezbytné pouzivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomdicky uréené pro izolaci
nukleovych kyselin nebo pro pfipravu amplifikaénich smési nebo pro detekci. Nikdy
neprenasejte laboratorni plasté, rukavice a pomucky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych
kyselin, pro pripravu amplifikacnich smési a pro detekci.

S produkty po amplifikaci je tfeba zachazet maximalné opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni
do prostredi laboratofi a k pripadné kontaminaci nové testovanych vzork(. Automatické pipety
uzivané pro praci s PCR produkty museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a
museji byt pouzivany spicky s filtrem.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy stit.

P281 Podle potieby pouzivejte osobni ochranné prostredky.
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice

Cislo arze

Spotiebujte do (posledni den v mésici).

3 g o< [

Diagnosticky zdravotnicky prostiedek in vitro

N
m

V souladu s poZzadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostredky in
vitro.

Obsah dostatecny pro "N" test(

Prosim, fidte se instrukcemi pro poufziti.

Vyrobce

E B>

Viyrobce
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