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Zestawy do izolacji materiatu genetycznego wirusow
(DNA i RNA) z prébek:

- 0socza

- surowicy

- ptynoéw ustrojowych pozbawionych komorek

- pozywki znad hodowli komorkowych

- wymazow

- krwi petne;
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Informacje wstepne

Ograniczenia

Zawartos¢ zestawow

Przechowywanie

Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury,
a niedostarczone z zestawem

Przygotowanie odczynnikow przed pierwszym uzyciem
Materiat wyjsciowy i wydajnos¢ DNA

Ogoblne wytyczne dotyczgce obstugi zestawdw Syngen
Elucja DNA

Kontrola wewnetrzna

Protokoty

Protokét 1 do zestawu Syngen Viral Mini:

»lzolacja wirusowych kwaséw nukleinowych z prébek
surowicy, osocza, ptynéw ustrojowych pozbawionych
komorek, pozywki znad hodowli komérkowej, krwi petnej”

Protokét 2 do zestawu Syngen Viral Mini PLUS:

»lzolacja wirusowych kwaséw nukleinowych z prébek
surowicy, osocza, ptynéw ustrojowych pozbawionych
komorek, pozywki znad hodowli komérkowej, krwi petnej”

Protokét 3:
»lzolacja wirusowych kwaséw nukleinowych z wymazéw”

Samodzielne rozwigzywanie problemow

Przewodnik po zestawach serii Syngen®
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Dziekujemy za wybor zestawu serii Syngen Viral i okazane nam
zaufanie. Produkty serii Syngen Viral to wysokiej jakosci zestawy
odczynnikow do izolacji wirusowego DNA i RNA z szerokiej gamy probek
takich jak surowica, osocze, ptyny ustrojowe pozbawione komorek i inne.
Zastosowana technologia wykorzystuje technike chromatografii na ztozu
krzemionkowym zamknietym w membranie kolumienki. Uzyskany
materiat genetyczny odznacza sie wysokg czystoscig, wymagang do
zastosowan miedzy innymi w technikach real-time PCR i microarray.

Niniejsza instrukcja dla uzytkownika zawiera szczegotowe wytyczne
dotyczgce stosowania zestawow Syngen Viral Mini oraz Syngen Viral
Mini PLUS. Rozdziaty wstepne pomogg uzytkownikowi przygotowac sie
do wykonania procedur opisanych w dalszych rozdziatach. Zalecamy
uwazne przeczytanie catej instrukcji przed przystapieniem do pracy.

Przy uzyciu produktu powinna by¢ zachowana uwaga i ostroznosc.
Zalecamy uzytkownikom stosowanie sie do zasad GLP (Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej). Miedzy innymi nalezy stosowac fartuch laboratoryjny,
rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne.

Aby uzyska¢ wiecej informacji o substancjach niebezpiecznych, ktore
mogg byC zawarte w niektorych sktadnikach zestawdw, prosimy
przeczyta¢ Karty Charakterystyki Substancji Niebezpiecznych (MSDS)
dostepne u producenta.

W przypadku pytan, pozostajemy do Panstwa dyspozycji. Zyczymy
sukcesow w pracy z zestawami Syngen.

Zespot Syngen Biotech
Ograniczenia
Zestawy serii Syngen Viral sg przeznaczone wytgcznie do uzytku

laboratoryjnego. Nie bedg uwzgledniane zadne roszczenia wynikajgce z
uzycia zestawu do diagnozowania lub leczenia chordéb.
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Zawartosc¢ zestawu

Syngen Viral Mini Kit SY361020 SY361021 SY361022
Liczba izolacji 50 100 300
Kolumienki W 50 100 300
Probowki do elucji 1,5 ml 50 100 300
Bufor lizujgcy WL 30 ml 60 ml 180 ml
Bufor wigzgcy WW — koncentrat 4 ml 8 ml 24 mi
Bufor ptuczgcy WP1 — koncentrat 22 mi 44 ml 132 ml
Bufor ptuczgcy WP2 — koncentrat 20 mi 40 ml 100 ml
Woda wolna od RNaz 6 ml 12 ml 20 ml
Probowki do ptukania 2 mi 100 200 600
Syngen Viral Mini Kit PLUS SY361010 SY361011 SY361012
Liczba izolacji 50 100 300
Kolumienki W 50 100 300
Probowki do elucji 1,5 ml 50 100 300
Bufor lizujgcy WL 35 ml 70 ml 200 ml
Carrier RNA 400 ug 800 ug 2200 ug
Bufor ptuczgcy WP1 — koncentrat 22 ml 44 ml 132 ml
Bufor ptuczgcy WP2 — koncentrat 20 ml 40 ml 100 ml
Woda wolna od RNaz 6 ml 12 ml 20 ml
Probowki do ptukania 2 mi 100 200 600

Przechowywanie

Kolumienki W, a takze wszystkie roztwory poza rozpuszczonym Carrier
RNA, powinny by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej (15-
25°C), chyba ze na butelce okreslono inaczej.

Przechowywanie kolumienek W w wyzszej temperaturze jest zabronione.

Bufor WL z dodanym Carrier RNA powinien by¢ przechowywany w 4°C.
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Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury,
a niedostarczone z zestawem

Do wszystkich protokotow:
— Etanol (96-100%)
— Probéwki 1.5 ml (eppendorfki)
— Statyw
— Sterylne koncowki do pipet (najlepiej z filtrem)
— Pipety automatyczne nastawne
— Mikrowirowka
— Worteks
— PBS wolny od RNaz (opcjonalnie)

Do izolacji materiatu genetycznego wirusow z wymazowek:
— PBS wolny od RNaz lub medium do transportu wirusow

Przygotowanie odczynnikéw przed pierwszym uzyciem

Bufory ptuczace i bufor wigzgcy

Bufory ptuczagce WP1 i WP2 oraz bufor wigzgcy WW (tylko zestaw
Syngen Viral Mini Kit) sg dostarczane jako koncentraty. Przed pierwszym
uzyciem dodaj do nich odpowiednig ilos¢ etanolu (96-100%) i starannie
wymieszaj. Ponizsza tabela przedstawia sposob przygotowania buforéw.

Syngen Viral Mini Kit SY361020 SY361021 SY361022
Liczba probek 50 100 300
Objetos¢ etanolu, jakg nalezy dodac do 8 mi 16 mli 48 ml
koncentratu buforu ptuczgcego WP1
Objetos¢ etanolu, jakg nalezy dodac do 80 ml 80 ml 200 mi
koncentratu buforu ptuczgcego WP2 (do kazdej (do kazdej
butelki) butelki)
Objetos¢ etanolu, jakg nalezy dodac do 30 ml 60 ml 180 ml

koncentratu buforu wigzgcego WW
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Syngen Viral Mini Kit PLUS SY361010 SY361011 SY361012

Liczba probek 50 100 300

Objetos¢ etanolu, jakg nalezy dodac do 8 ml 16 mli 48 ml

koncentratu buforu ptuczgcego WP1

Objetos¢ etanolu, jakg nalezy dodac do 80 ml 80 ml 200 ml

koncentratu buforu ptuczgcego WP2 (do kazdej (do kazdej
butelki) butelki)

Bufory po dodaniu etanolu powinny byé szczelnie zamkniete
i przechowywane w temperaturze pokojowej. Przed rozpoczeciem
procedury zawsze wymieszaj rozpuszczone bufory przez obrocenie
butelki kilka razy.

Carrier RNA
(dotyczy tylko zestawu Syngen Viral Mini Kit PLUS)

Carrier RNA (nosnikowy RNA) wchodzacy w sktad zestawu Syngen Viral
Mini PLUS jest dostarczany w postaci liofilizowanej. Przed pierwszym
uzyciem zestawu nalezy sporzgdzi¢ roztwor Carrier RNA w buforze WL o
roboczym stezeniu ok. 11 ng/ul. W tym celu probéwke zawierajgca
liofilizat nalezy krotko zwirowaé, doda¢ 1 ml buforu WL, zamkngc¢ i
doktadnie wymiesza¢, az do catkowitego rozpuszczenia. Nastepnie
proboéwke krotko zwirowac, aby usungC krople z wieczka, catosc
probowki dodac do butelki z resztg buforu WL i wymieszac doktadnie.
Bufor WL zawierajgcy Carrier RNA nalezy przechowywac w
temperaturze 4°C.

Materiatl wyjsciowy i wydajnos¢ izolacji

Zestawy serii Syngen Viral stuzg do izolacji catkowitego materiatu
genetycznego wirusow z szerokiej gamy probek, takich jak osocze,
surowica, ptyny ustrojowe pozbawione komorek, pozywka znad hodowli
komorkowych, wymazy, krew petna. W przypadku dysponowania
mniejszymi probkami, lub w przypadku obawy o kondycje materiatu
genetycznego w probce, zalecamy zastosowanie zestawu Syngen Viral
Mini PLUS, ktéry pozwala na izolacje z mniejszej ilosci materiatu
wyjsciowego, a wydajnosc¢ jest dodatkowo wspomagana przez Carrier
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RNA. Ponizsza tabela okresla zalecane ilosci materiatu wyjsciowego w
zaleznosci od zastosowanego zestawu.

Materiat wyjsciowy

Zestaw Syngen Viral
Mini

Zestaw Syngen Viral
Mini PLUS

Surowica

200 ul (1000 ul)*

150 ul (1000 ul)*

Osocze

200 ul (1000 ul)*

150 ul (1000 ul)*

Pozywka znad
hodowli komodrkowej

200 ul (1000 ul)*

150 ul (1000 ul)*

Wymaz

wymazéwka + PBS
—> 200 ul (1000 ul)*

wymazéwka + PBS
- 150 ul (1000 ul)*

Inne ptyny ustrojowe
pozbawione komérek

200 ul (1000 ul)*

150 ul (1000 ul)*

Krew petna

100 ul + 100ul PBS

100 ul + 100ul PBS

Probki o objetosci mniejszej niz zalecana nalezy dopetni¢ przy pomocy
PBS wolnego od RNaz do zalecanej objetosci.

(*) I1zolacje mozna wykonac z probek o objetosci nawet do 1 ml, jednak w
tym celu nalezy odpowiednio powiekszy¢ stosowane objetosci
wszystkich buforow i reagentéw stosowanych do etapu natozenia na
kolumne (w zaleznos$ci od protokotu — WL, WW, Carrier RNA, etanol).

Nalezy stosowaC wytgczenie wymazoéwki wykonane w catosci z
tworzywa sztucznego, z wacikiem ze sztucznego jedwabiu, wiskozy lub
DARCON. Wymaz z bton sluzowych nalezy wykonac¢ poprzez kilkukrotne
stanowcze potarcie wymazdéwkg powierzchni  btony  Sluzowej.
Wymazowke nalezy umiesci¢ w jej ostonce zawierajgcej niewielkg ilosc
PBS lub podtoza wirusologicznego, odtamac/odcig¢ patyczek przy samej
zakretce i zamkng¢. Tak przygotowany wymaz nalezy transportowac w
warunkach chtodniczych i przebadac w ciggu 24 godzin.

Zestawy Syngen Viral stuzg do jednoczesnej izolacji zarowno RNA
wirusowego (np. wirusy HCV, HIV, grypa), jak i DNA wirusowego (np.
wirusy CMV, HBV). Wyizolowany materiat genetyczny ma wysoki stopien
czystosci, dzieki czemu moze byC uzyty bezposrednio do dalszych
analiz, jak reakcje enzymatyczne z detekcjg w czasie rzeczywistym,
mikromacierze i inne procedury wymagajgce DNA i RNA wysokiej
jakosci.
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Ze wzgledu na charakter materiatu wyjsciowego (duze rozcienczenie)
ilos¢ wyizolowanego DNA/RNA wirusowego jest bardzo mata, co w
zasadzie uniemozliwia pomiar stezenia przy pomocy spektrofotometru.
Nalezy przy tym pamieta¢, ze w przypadku zastosowania Carrier RNA
jego ilos¢ wielokrotnie przekracza iloS¢ wyizolowanego materiatu
genetycznego wirusa. Jesli konieczne jest okreslenie stezenia izolatu,
zalecamy stosowanie metod opartych o amplifikacie w czasie
rzeczywistym (real-time PCR).

Ogdblne wytyczne dotyczace obstugi zestawoéw Syngen Viral

Kolumienki Mini pasujg do wiekszosci probowek wiréwkowych o
pojemnosci 1.5 ml lub 2 ml (tzw. eppendorfek).

Wszystkie wirowania wykonywane sg z predkoscig 8000 x g, za
wyjatkiem kroku dosuszania membrany, ktory wykonuje sie z petng
predkoscig (13.000 x g). Mozliwe jest zastosowanie nizszych predkosci
(6000 x g), gdy uzytkownik nie posiada szybszej wirdwki Iub
przeszkadza mu hatas — w takim przypadku nalezy proporcjonalnie
wydtuzy¢ wirowanie. Zaleca sie jednak, aby krok dosuszania membrany
oraz elucja odbywaty sie przy najwyzszych obrotach wirowki. Wszystkie
wirowania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej, chyba ze w
protokole zaznaczono inaczej.

Podczas obstugi zestawdéw Syngen zalecamy, aby ogranicza¢ dotykanie
membran w kolumienkach koncowka pipety, przed wirowaniem zamykac
wieczka kolumienek i probowek, a z wiréwki kolumienki wyjmowac
razem z probéwkami — dopiero po ustawieniu w statywie mozna wyjgc
kolumienke z probowki. Ponadto, dla ograniczenia kontaminacji
pomiedzy prébkami (cross-contamination), zalecamy aby utrzymywac w
czystosci rekawiczki ochronne, uzywac¢ koncowek do pipet z filtrem i po
kazdym worteksowaniu lub mieszaniu zwirowywac probowki, aby usungc
krople ze spodu wieczek.

Pracujgc z retrowirusami stosuj ogolne zasady pracy z RNA. Przygotu;
blat roboczy, oczys¢ go przy pomocy ptyndw degradujgcych RNazy,
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usun znad blatu wszystkie przedmioty, w tym kwiaty doniczkowe. Zwigz
wtosy lub stosuj czepek ochronny. Nie nachylaj sie na probéwkami,
stosuj gogle i maseczke. Uzywaj wytgcznie odczynnikdéw i elementow
zuzywalnych (tipsy, prébowki) wolnych od RNaz. Uzywaj rekawiczek
beztalkowych.

Elucja DNA

Typowa objetos¢ elucji wynosi 50 ul i jest wystarczajgca dla
zdecydowanej wiekszosci probek.

Elucje z kolumny nalezy wykonywac¢ dostarczong wodg wolng od RNaz.
Ewentualnie mozna uzy¢ wtasnej wody wolnej od RNaz o pH=7.5-9.0.
Woda o innym pH moze znacznie ograniczy¢ wydajnosc elucji lub nawet
uniemozliwic jg. Zanieczyszczenie RNazami uniemozliwi analize wirusow
RNA (np. HCV, HIV, grypa).

Wyizolowany materiat genetyczny wirusa nalezy przechowywa¢ w
temperature od -70 do -86°C.

Kontrola wewnetrzna

Niektére zestawy diagnostyczne w technice real-time PCR lub
klasycznego PCR zawierajg kontrole wewnetrzng (IC, ang. Internal
Control), stuzgcg do sprawdzania poprawnosci kazdej izolacji. Jesli
uzywany zestaw diagnostyczny wymaga stosowania takiej kontroli,
nalezy dodac¢ jg do izolacji w miejscu oznaczonym w protokole biatg
strzatkg z literami ,IC”.
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Protokot 1
do zestawu Syngen Viral Mini

Izolacja wirusowych kwasoéw nukleinowych z prébek surowicy,
osocza, ptynoéw ustrojowych pozbawionych komérek, pozywki znad
hodowli komérkowej, krwi pelne;j.

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Viral Mini Kit,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i
sprzety opisane w rozdziale ,Sprzet i odczynniki potrzebne do
wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”.

— Upewnij sie, ze bufory ptuczace i bufor wigzacy zostaty
przygotowane zgodnie z instrukcjami zawartymi w rozdziale

,Przygotowanie odczynnikow przed pierwszym uzyciem?”.

— Jezeli w ktoryms buforze wytrgcit sie precypitat, rozpus¢ go
inkubujgc w 37°C przez kilka minut i mieszajgc.

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

— Doprowadz probki do temperatury pokojowej (15-25°C) i doktadnie
je wymieszaj.
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Procedura

Do eppendorfki (nie dostarczono) dodaj 200 ul prébki.
Dodaj 500 ul buforu WL, zamknij i wymieszaj.
Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 10 minut.

Jesli stosujesz kontrole wewnetrzng, dodaj jg z buforem WL.

Probki o objetosci mniejszej niz 200 ul dopetnij przy uzyciu PBS
wolnego od RNaz (nie dostarczono) i wymieszaj.

Dodaj 550 ul buforu WW, zamknij i natychmiast wymieszaj na
worteksie.
Zwiruj krotko probowki, aby usungc krople z wieczka.

Umiesc¢ kolumienke w probdéwce 2 ml do ptukania.

Przenies 750 ul z probdwki z kroku 2 na kolumienke.

Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Przenies reszte zawartosci probowki z kroku 2 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Przenies kolumienke do nowej probdéwki 2ml i wyrzu¢ przesgcz
razem ze starg probowka.

Otwérz kolumienke, dodaj 500 ul buforu WP1.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Otworz kolumienke i dodaj 750 ul buforu WP2.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.

Otwérz kolumienke i ponownie dodaj 750 ul buforu WP2.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.
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10.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig 13000 x g, aby
wysuszy¢ membrane i pozbyC sie z kolumienki resztek buforow
zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.

Przenies kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu€ starg
probéwke z resztkami buforu ptuczgcego.

Otworz kolumienke. Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na
sam srodek membrany 50 ul dostarczonej wody wolnej od RNaz.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowej, az bufor wsigknie w membrane.

Wiruj przez 2 minuty z predkoscig 8000 x g lub 13000 x g.

Ostroznie wysun kolumienke i zamknij wieczko w probowce z
wyizolowanym materiatem genetycznym wirusa.

Wyizolowany DNA/RNA nalezy przechowywac¢ w temperaturze od
-70 do -86°C.
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Protokot 2
do zestawu Syngen Viral Mini PLUS

Izolacja wirusowych kwasoéw nukleinowych z prébek surowicy,
osocza, ptynoéw ustrojowych pozbawionych komérek, pozywki znad
hodowli komérkowej, krwi pelne;j.

Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu Syngen Viral Mini Kit PLUS,
najpierw przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Upewnij sie, ze przygotowates wszystkie potrzebne odczynniki i
sprzety opisane w rozdziale ,Sprzet i odczynniki potrzebne do
wykonania procedury, a niedostarczone z zestawem”, w tym etanol
96-100%

— Upewnij sie, ze bufory ptuczace i roztwor Carrier RNA w buforze
lizujgcym zostaty przygotowane zgodnie z instrukcjami zawartymi
w rozdziale ,Przygotowanie odczynnikow przed pierwszym
uzyciem?”.

— Jezeli w ktoryms buforze wytrgcit sie precypitat, rozpus¢ go
inkubujgc w 37°C przez kilka minut i mieszajgc.

— Doprowadz wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C).

— Doprowadz probki do temperatury pokojowej (15-25°C) i doktadnie
je wymieszaj.
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Procedura

Do eppendorfki (nie dostarczono) dodaj 150 ul prébki.
Dodaj 570 ul buforu WL z Carrier RNA, zamknij i wymieszaj.
Inkubuj w temperaturze pokojowej przez 10 minut.

Jesli stosujesz kontrole wewnetrzng, dodaj jg z buforem WL.

Probki o objetosci mniejszej niz 150 ul dopetnij przy uzyciu PBS
wolnego od RNaz (nie dostarczono) i wymieszaj.

Dodaj 570 ul etanolu 96-100%, zamknij i wymieszaj na worteksie.
Zwiruj krotko probowki, aby usungc krople z wieczka.

Umiesc¢ kolumienke w probdéwce 2 ml do ptukania.

Przenies 700 ul z probdwki z kroku 2 na kolumienke.

Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdéwki.

Przenies reszte zawartosci probowki z kroku 2 na kolumienke.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Przenies kolumienke do nowej probdéwki 2ml i wyrzu¢ przesgcz
razem ze starg probowka.

Otworz kolumienke, dodaj 500 ul buforu WP1.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Wylej przesgcz, nie wyrzucaj probowki.

Otworz kolumienke i dodaj 750 ul buforu WP2.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probdéweki.

Otwérz kolumienke i ponownie dodaj 750 ul buforu WP2.
Zamknij wieczko i wiruj przez 1 minute z predkoscig 8000 x g.
Wylej przesacz, nie wyrzucaj probowki.
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10.

Wiruj przez 3 minuty z maksymalng predkoscig 13000 x g, aby
wysuszy¢ membrane i pozbyC sie z kolumienki resztek buforow
zawierajgcych etanol.

Upewnij sie, ze w rogu kolumienki nie zostat zaden ptyn.

Przenies kolumienke do probowki elucyjnej 1,5 ml i wyrzu€ starg
probéwke z resztkami buforu ptuczgcego.

Otworz kolumienke. Ostroznie, nie dotykajgc membrany, dodaj na
sam srodek membrany 50 ul dostarczonej wody wolnej od RNaz.
Zamknij wieczko i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze
pokojowej, az bufor wsigknie w membrane.

Wiruj przez 2 minuty z predkoscig 8000 x g lub 13000 x g.

Ostroznie wysun kolumienke i zamknij wieczko w probowce z
wyizolowanym materiatem genetycznym wirusa.

Wyizolowany DNA/RNA nalezy przechowywac¢ w temperaturze od
-70 do -86°C.
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Protokét 3
Izolacja wirusowych kwasow nukleinowych z wymazow
Zanim zaczniesz

— Jezeli pierwszy raz uzywasz zestawu serii Syngen Viral, najpierw
przeczytaj wszystkie rozdziaty poprzedzajgce protokoty.

— Zapoznaj sie z rozdziatem wstepnym do protokotu 1 lub 2 — w
zaleznosci od uzywanego zestawu Syngen Viral Mini Kit lub
Syngen Viral Mini Kit PLUS.

— Przygotuj PBS wolny od RNaz.

— Upewnij sie, ze wymazowka z patyczkiem odtamanym/odcietym na
samej gorze znajduje sie w probowce ochronnej.

— Upewnij sie, ze wymaz byt pobrany najwyzej 24 godziny przed
izolacjg i byt transportowany pionowo.
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Procedura

1.

Jesli ptyn wokot wymazdéwki nie przekracza 200-300 ul dopetnij go
do tej objetosci przy uzyciu PBS wolnego od RNaz.

Trzymajgc za patyczek wygnie¢ wacik wymazowki w ptynie
wewnatrz probowki ochronnej, a nastepnie odsgcz go wygniatajgc
o Scianke.

Jesli ptyn pozostaty w proboéwce ochronnej nie jest homogenny,
przelej go do eppendorfki (nie dostarczono) i wymieszaj pipetujgc.

Tak przygotowang probke stosuj do izolacji.

Jesli uzywasz zestawu Syngen Viral Mini Kit, przejdz do
protokotu 1 — ,lzolacja wirusowych kwaséw nukleinowych z
probek surowicy, osocza, ptyndw ustrojowych pozbawionych
komorek, pozywki znad hodowli komorkowej” i wykonaj go w
catosci.

Jesli uzywasz zestawu Syngen Viral Mini Kit PLUS, przejdz do
protokotu 2 — ,lzolacja wirusowych kwaséw nukleinowych z
prébek surowicy, osocza, ptynow ustrojowych pozbawionych
komorek, pozywki znad hodowli komorkowej” i wykonaj go w
catosci.
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Samodzielne rozwigzywanie probleméw

Mata lub zerowa wydajnos¢ izolacji RNA/DNA

Przyczyna

Rozwigzanie

Zastosowano zestaw bez Carrier
RNA przy matej ilosci lub stabej
kondycji materiatu w probce

Powtorz izolacje, uzyj zestawu Syngen Viral
Mini Kit PLUS

Nie dodano Carrier RNA do buforu
WL lub niedostatecznie wymieszano
(tylko zestaw z Carrier RNA)

Powtérz izolacje, przygotuj prawidtowo
roztwor Carrier RNA w buforze WL

Nie dodano etanolu do prébki przed
natozeniem na kolumne lub
zastosowano etanol o ztym stezeniu
(tylko zestaw bez Carrier RNA)

Powtorz izolacje, nie pomijaj zadnego kroku,
upewnij sie, ze uzywasz etanolu minimum
96%

Nie dodano etanolu do buforéw
ptuczgcych/wigzgcych przed
pierwszym uzyciem lub
zastosowano etanol o ztym stezeniu

Powtérz izolacje, przygotuj prawidtowo
bufory, upewnij sie, ze uzywasz etanolu
minimum 96%

Carrier RNA zdegradowany
(tylko zestaw z Carrier RNA)

Powtorz izolacje, uzyj swiezego Carrier RNA
i buforu WL

RNA zdegradowany z powodu zbyt
dtugiego lub niewtasciwego
przechowywania/transportowania
prébki przed izolacjg

(tylko izolacja RNA)

Powtérz izolacje, uzyj Swiezo pobrane; i
prawidtowo transportowanej prébki

RNA zdegradowany z powodu
zanieczyszczonej wody uzytej do
elucji

(tylko izolacja RNA)

Powtérz izolacje, wykonaj elucje
dostarczong wodg wolng od RNaz lub
Swierzo otwarta wodg wolng od RNaz o pH
7.5-9.0

Niewydajna elucja wodg o za niskim
pH (nizsze niz 7.5-9.0)

Wykonaj elucje ponownie dostarczong wodg
wolng od RNaz lub swierzo otwarta wodg
wolng od RNaz o pH 7.5-9.0

Niewydajna elucja — woda nie
wsigkta w membrane

Powtérz elucje

- upewnij sie, ze nanosisz wode na sam
srodek membrany

- pozwol wodzie wsigkngé w membrane
- inkubuj przed wirowaniem

Niewydajna elucja w powodu
przedziurawienia membrany

Powtorz izolacje

Stabe wyniki reakcji PCR, real-time PCR
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Przyczyna

Rozwigzanie

Mata wydajnosc¢ izolaciji

Przeczytaj poprzedni akapit

Eluat wielokrotnie rozmrazany i
Zamrazany

Wielokrotne rozmrazanie i zamrazanie
materiatu genetycznego wirusa powoduje
jego nieodwracalng degradacje. Powtérz
izolacje ze Swiezej probki.

Niska zawartosc¢ wirusa w probce,
zte przechowywanie

Powtérz izolacje ze swiezej prébki.

Niska czutosc¢ reakcji

Uzyj do reakcji maksymalng mozliwg
objeto$¢ eluatu (np. objetos¢ bedgcg sumag
zalecanej ilosci probki i wody w miksie
reakcyjnym)

Inhibicja reakcji z powodu
zanieczyszczenia etanolem

Powtérz izolacje, zwrd¢ uwage na etap
suszenia kolumny przy 13000 x g

Rézne objetosci eluatu przy tej samej objetosci wody uzytej do elucji

Przyczyna

Rozwigzanie

Normalne zjawisko spowodowane
réznymi probkami

Nie ma potrzeby

Kolumienka zatkata sie

Przyczyna

Rozwigzanie

Precypitaty w osoczu lub surowicy
spowodowane wielokrotnym
zamrazaniem

- Powtdrz izolacje ze swiezej prébki, ktora
nie byta zamrazana wiecej niz 1 raz.

- Powtérz izolacje z tej samej prébki, ktorg
wczesniej oczys¢ z precypitatow przez
odwirowanie.
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