Specialni prilohy pro High Pure
Viral Nucleic Acid Kit
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Pro diagnostiku In Vitro
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Co je High Pure Viral
Nucleic Acid Kit?

Znacka CE pro cely
proces

Co je soucasti této
sady?

Tento uZivatelsky néa-
vod

Popis postupu testu

Uvodni informace pro tuto pfilohu

High Pure Viral Nucleic Acid Kit je souprava pro extrakci a purifikaci virovych
nukleovych kyselin z humannich klinickych vzorka.

Pro cely proces od pFipravy vzorku pomoci High Pure Viral Nucleic Acid Kit
a analyzy PCR v realném Case plati znaCka CE pro LightCycler® CMV Quant
Kit, LightCycler® HSV 1/2 Qual Kit a LightCycler® VZV Qual Kit, jak je
specifikovano v uzivatelském navodu pro PCR sadu.

Reference: Uzivatelské navody pro sadu LightCycler® , které jsou oznaceny

znaCkou CE, v kombinaci s High Pure Viral Nucleic Acid Kit pfi pouZiti v
souladu s touto pfilohou.

High Pure Viral Nucleic Acid Kit zahrnuje vSechny potfebné reagenty pro
Uplnou pfipravu vzorku virovych nukleovych kyselin s vyjimkou ethanolu. PCR
analyza v redlném Case provadéna podle této zvIastni prilohy vyZaduje zahrnuti
interni kontroly a kontroly slepym vzorkem. Tyto poloZky jsou dodavany se
sadou PCR pro vysetreni v realném case.

Poznamka: Interni kontrola a kontrola slepym vzorkem jsou soucasti Light-
Cycler® CMV Quant Kit, LightCycler® HSV 1/2 Qual Kit a LightCycler® VZV

Qual Kit. Tyto sady maji znacku CE v kombinaci s High Pure Viral Nucleic
Acid Kit.

Tato zvlastni priloha se tyka extrakce a purifikace virovych nukleovych kyselin
z humannich klinickych vzorka.

Poznamka: Tato pFiloha se musi pouZzivat v celém procesu se znaCkou CE pfi
pouZziti LightCycler® CMV Quant Kit, LightCycler® HSV 1/2 Qual Kit nebo
LightCycler® VZV Qual Kit.

Reference: Informace o zesileni a analyze naleznete v pfibalovém letaku pfi-
slusné sady LightCycler®,

Tato tabulka popisuje rtizné faze Gplného postupu testu.

Table 1.1
Faze Popis
Pfiprava vzorku Klinické vzroky se pfipravuji pomoci High Pure Viral Nucleic Acid
Kit.
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1 Uvodni informace pro tuto pfilohu
Popis postupu testu

Zamyslené pouZiti

Faze

Popis

Priprava zesileni,
detekce a analyza

Priprava zesileni, detekce a analyza vysledk( se provadi podle
uzivatelského navodu pro kazdou PCR analyzu v realném c¢ase.
Reference: UZivatelské navody pro PCR analyzu v realném Case.

Tato zvI&stni pfiloha pro High Pure Viral Nucleic Acid Kit je ur€ena pro extrakci
virové nukleové kyseliny ze vzorku lidské plasmy (EDTA, ACD), celé krve
(EDTA), CSF a vytéra ve fyziologickém roztoku pouzitém jako transportni
médium podle uZivatelského ndvodu pro kazdou sadu PCR.

Analyza PCR v realném Case. lzolovany a vyc¢istény vzorek urceny pro ana-
lyzu pomoci LightCycler® CMV Quant Kit, LightCycler® HSV 1/2 Qual Kit
nebo LightCycler® VZV Qual Kit.

Nemérnte vzorkovaci matici. Pro analyzy, pro které je moZné pouZit vice nez
jednu vzorkovaci matici, se presto doporucuje pouZivat stejnou vzorkovaci
matici béhem celého monitorovani/testovani kazdeho pacienta.

Pro profesionalni pouziti High Pure Viral Nucleic Acid Kit je ur€en pouze
pro pouziti odborné zpusobilymi nebo rfadné vyskolenymi pracovniky.
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2

Pozadavky na vzorek

Doporucené zkumavky Pro vzorky plasmy se doporucuje pouzit zkumavky ACD (Zluté vi¢ko, Becton-

pro odbér vzorku

Odbér a skladovani
plasmy

Pfeprava vzorku

Dickinson #367756 nebo ekvivalentni) nebo EDTA (fialové vicko, Becton-
Dickinson #368457 nebo #362799 nebo ekvivalentni).

Pro vytéry ve fyziologickém roztoku jsou doporuceny zkumavky .

Pro vzorky celé krve jsou doporuceny zkumavky EDTA (fialové vicko, Becton-
Dickinson #368457 nebo ekvivalentni).

Pro vzorky CSF jsou doporuceny plastové sterilni zkumavky (polypropylen).

NepouZivejte heparinové zkumavky. High Pure Viral Nucleic Acid Kit nebyl
posuzovan pro vzorky odebrané ve zkumavkach s heparinem.

Do 24 hodin po odbéru krve musi byt zkumavka s odebranou krvi odstfedéna
pfi 1500 x g po dobu 20 min pFi pokojové teploté, aby bylo ziskano plasma.
Prevedte plasmu do sterilni polypropylenové zkumavky a skladujte pfi +2 aZ
+8 °C nejdéle 24 hodin. Pokud nebude vzorek analyzovan béhem 24 hodin,
skladujte jej zmrazeny pri teploté -20 az -80 °C. Doporucuje se, aby v takovém
pfipadé byl vzorek skladovan v alikvotnich mnozstvich ~250 pl ve sterilni
zkumavece 1,5 ml se Sroubovacim uzavérem (napf. Sarstedt 72.692.105).

VSechny vzorky musi byt pfepravovany v souladu s platnymi statnimi predpisy.
Preprava celé krve, plasmy nebo CSF musi vyhovovat viem statnim predpistim
pro prepravu etiologickych latek. Celd krev musi byt prepravovana pfi teploté
+2 az +25 °C a zpracovana do 24 hodin po odbéru. Vzorky CSF a plasmy musi
byt pfepravovany pfi teploté +2 aZz +8 °C, pokud budou analyzovany béhem
24 hodin. V jiném pripadé je tfeba CSF a plasmu prepravovat zmraZzené pfi
teploté -20 °C nebo méné.
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3 PoZadovany material

3

Obsah soupravy

Pozadované materialy,
které nejsou soucasti
dodavky

Pozadovany material

Tato tabulka specifikuje obsah soupravy High Pure Viral Nucleic Acid Kit.

Lahvi¢ka/vie- | Stitek Obsah

ko

1 Binding Buffer 2x25ml

zelené

2 Poly(A) Lyofilizat, 2 mg

3 Proteinase K Lyofilizat, 100 mg
razové

4a Inhibitor Removal Buffer 33 ml

éerné

4 Wash Buffer 2x10ml

modré

5 Elution Buffer 30 ml

bezbarvé

6 High Pure Filter Tubes Sacek s 50 zkumavkami
7 Collection Tubes Osm sackud s 50 zkumavkami

Poznamka: Podrobné informace naleznete v hlavnim pribalovém letaku pro
High Pure Viral Nucleic Acid Kit.

Reference: Pribalovy letak dodavany se soupravou High Pure Viral Nucleic

Acid Kit.

Zapotrebi je ethanol, ktery vSak neni soucasti dodavky
Reference: Pribalovy letak dodavany se soupravou High Pure Viral Nucleic

Acid Kit.

LightCycler® DNA IC a DNA NTC jsou soucasti baleni LightCycler® CMV
Quant Kit, LightCycler® HSV 1/2 Qual Kit a LightCycler® VZV Qual Kit.

Reference: UZivatelsky navod kazdé soupravy LightCycler®.
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4 Upozornéni a bezpecnostni
zasady

Upozornéni a Upozornéni a bezpecnostni zasady pro High Pure Viral Nucleic Acid Kit nalez-
bezpeCnostni zasady  nete v hlavnim pribalovém letaku této soupravy.
Reference: Pribalovy letak dodavany se soupravou High Pure Viral Nucleic
Acid Kit.
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5 Pracovni postup

5

Nez zaCnete s pfipra-
vou vzorku

Pfiprava pracovnich
roztokud

Pracovni postup pfi-
pravy vzorku

Pracovni postup

Tato tabulka popisuje €innosti, které je tfeba provést pfed zahajenim pfipravy
vzorku.

Table 5.1 Pfed zahajenim pfipravy vzorku

Krok Cinnost

1 Pokud je vzorek zmraZeny, rozmrazte jej a kratce promichejte na vortexu.
Vzorek rychle odstiedte.

2 Oznacte 1.5ml zkumavku se Sroubovacim uzavérem pro kazdy vzorek
a jednu 1.5ml zkumavku se Sroubovacim uzavérem pro DNA NTC.

3 Zapnéte vyhfivaci blok a nastavte teplotu na +70 °C.

Tato tabulka popisuje pfipravu pracovnich roztokd pro pFipravu vzorku.

Table 5.2 Jak pfipravit pracovni roztoky

Krok Cinnost

1 Rozpustte Proteinase K v 5 ml Elution Buffer.
Poznédmka: PouZivejte filtracni Spicky

2 Rozpustte poly (A+) carrier RNA v 0.5 ml Elution Buffer.
Poznamka: Pouzivejte filtraéni Spicky

3 PFidejte 20 ml 95% ethanolu do kazdé lahvicky obsahujici Inhibitor
Removal Buffer

Pridejte 40 ml 95% ethanolu do kazdé lahvi¢ky obsahujici Wash Buffer

5 V samostatné zkumavce smichejte Lysis Buffer v mnozstvi dostate¢ném
pro pocet pfipravovanych vzorkd.

Recept pro Lysis Buffer na jeden vzorek:

4 ul poly (A+) carrier RNA

192.5 ul Binding Buffer

3.5yl LightCycler® DNA IC

Poznamka: Pred pfipravou kazdého roztoku vyménte filtracni Spicku.
Poznamka: Nezapomerite pfipravit Lysis Buffer pro DNA NTC.

6 Vypoctéte potfebny objem roztoku Elution Buffer (35 pl na vzorek) a
prevedte cely objem do 1.5ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem.
Poznamka: Pouzivejte filtraéni Spicky

Poznamka: P¥i pripravé vzorkl celé krve musi byt propiraci roztok pre-
dehfaty na 70 °C.

Poznamka: Nezapomerite pfipravit Elution Buffer pro DNA NTC.

Reference: Podrobné informace o podminkéch skladovani naleznete v pfibalo-
vém letdku pro High Pure Viral Nucleic Acid Kit.

Tato tabulka vysvétluje pracovni postup pfi pfpravé vzorku, ktery je tfeba po-
uzit se soupravami LightCycler® CMV Quant Kit, LightCycler® HSV 1/2 Qual
Kit nebo LightCycler® VZV Qual Kit.
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Table 5.3 Pracovni postup pfipravy vzorku

Krok

Cinnost

1

Na kaZdy klinicky vzorek a NTC smicheijte:

200 pl plasmy, celé krve, CSF nebo vytéru

nebo

200 ul DNA NTC

a

200 pl Lysis Buffer

Poznamka: Pouzivejte 1.5ml zkumavku se Sroubovacim uzavérem a
filtraéni Spicky.

PFidejte 50 ul Proteinase K do kazdé zkumavky.

Poznamka: Pouzivejte filtrani Spiky

Kazdou zkumavku zamichejte na vortexu.
Nechte inkubovat 10 min pfi +70 °C.
Otacejte 5 sekund.

Pridejte 100 pl Binding Buffer do kazdé zkumavky a dukladné smichejte
na vortexu.

Na kazdy vzorek: Dejte High Pure column do 2ml zkumavky a napipe-
tujte cely vzorek do High Pure column.

Odstredte pfi 11 000 x RCF po dobu 1 min a potom 2ml zkumavku vy-
hodte.

Dejte High Pure columns do novych 2ml zkumavek.
PFidejte 500 pl Inhibitor Removal Buffer do kazdého sloupce.

Odstredte pfi 11 000 x RCF po dobu 1 min a potom 2ml zkumavku vy-
hodte.

10

Dejte High Pure columns do novych 2ml zkumavek.
Pridejte 450 ul Wash Buffer do kazdého sloupce.

Odstredte pfi 11 000 x RCF po dobu 1 min a potom 2ml zkumavku vy-
hodte.

11
12

Jednou zopakujte krok 9 a 10.

Dejte High Pure columns do novych 2ml zkumavek.
Vysuste membrany ve sloupcich odstfedénim pfi 11 000 x RCF po dobu
2 min a potom 2ml zkumavku vyhodte.

13

Dejte sloupce do 1.5ml zkumavek.

Pfidejte 35 pl Elution Buffer na membranu.

Poznamka: Pro pfipravu vzork( celé krve pouzijte propiraci roztok pre-
dehfaty na (70 °C).

14

Odstredujte pfi 11 000 x RCF po 1 min.
Zkumavku s eluentem uschovejte.

UloZte vzorky Eluenty mohou byt pfimo pouZity pro PCR za vyuziti LightCycler® CMV Quant
Kit, LightCycler® HSV 1/2 Qual Kit nebo LightCycler® VZV Qual Kit nebo
mohou byt uchovany pfi teploté +2 az +8 °C po dobu tfi dnd nebo -15 az -25
°C po dobu tfi tydnu pred analyzou.

Reference: UZivatelsky navod pro kazdou soupravu LightCycler® PCR.
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Poznamka pro kupujiciho

Zakoupenim tohoto produktu ziskava kupujici pravo pouZit jej pro zesileni sekvence nukleové kyseliny
a pro detekci sekvence nukleové kyseliny pro in vitro diagnostiku u ¢lovéka. Zadné patentové nebo
licencni pravo jakéhokoli typu jiné nez specifikované pravo pouziti neni zakoupenim udélovano.

Obchodni znamky
ROCHE, LIGHTCYCLER a HIGH PURE jsou ochranné zndmky spole¢nosti Roche.

Distribuce:

Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Diagnostics
68298 Mannheim
NEMECKO

Pfiprava protokolu:
Special appendix for High Pure Viral Nucleic Acid Kit byla pfipravena spole¢nosti Sangtec Molecular
Diagnostics AB.

Kontaktni informace
Kontaktujte prosim své mistni zastoupeni Roche
www.roche-diagnostics.com
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