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Extraktion von Virus-DNA AMO13
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Statusverabschiedet

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Routineverfahren zutragieren von Virus-DNA aus Flussig-
keiten auf Basis des QlAamp® DNA Mini Kits der Fer®@IAGEN. Mit dieser Methode kann
Virus-DNA (getestet fur Vacciniaviren) aus Flissgkn (zum Beispiel: Wischprobe) extrahiert
werden. Die extrahierte DNA ist nach diesem Prodeagkt fur PCR (Polymerase Ketten
Reaktion) Anwendungen benutzbar.

2. Kurzbeschreibung

Nach einem Verdau der viralen Hullproteine mit Biodse K, wird die reigewordene DNA
wahrend eines Zentrifugationsschrittes an ein&&jklmembran einer Spinnsdule gebunden
(Festphasenextraktion). Die gebundene DNA wirdankblge in zwei Schritten von
kontaminierenden Stoffen gereinigt und mit eineeirién Volumen Extraktionspuffer eluiert. Da
bei den meisten zu untersuchenden Proben, wenhailygr mit nur geringsten Mengen an Viren
zu rechnen ist, wird zu Beginmg einer sogenannten ,Carrier“-DNA (Sonicated HeiSpgrm
DNA) hinzugeflugt, um die DNAEXxtraktionsverluste damunspezifische feste Bindungen zu
verringern.

3. Material
3.1 Gerate

Kunststoff- und Glasmaterialien missen vor der \&mung sterilisiert werden. Die
Verwendung von aerosolgeschiitzten Pipettenspitisent dls Schutz vor Kontamination.

* Mikrozentrifuge

» Vortex-Mischgeréat

e Thermomixer (z.BComfort der Firma Eppendorf mit Wechselblock fir 1,5 ml
» Eppendorfréhrchen

» Sterile Werkbank

» diverse Kolbenhubpipetten

» Latexhandschuhe

» Plastikverbrauchsmaterial

» aerosolgeschiitzte Pipettenspitzen (diverse)

» diverse Reaktionsgefasse (Eppendorfrohrchen)
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3.2 Reagenzien

Es sind grundsatzlich analysenreine, fur die Z#ilkwind die Molekularbiologie geeignete
Reagenzien zu verwenden.

QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN)
Ethanol

steriles bidestilliertes Wasser

1M Tris-HCI pH 7,6

0,5 M EDTA pH 8,0

Sonicated Hering Sperm DNA

3.3 L6sungen

0,1 mg/ml Sonicated Hering Sperm DNA in TE-Puffer

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,6; 1 mM EDTA
Herstellung: (40 ml) 400 1M Tris-HCL pH 7,6 8@l 0,5 M EDTA pH 8,0 auf 40ml mit
sterilem bidestilliertem Wasser ergédnzen (in giexdeim 50ml Reaktionsgefald mit
verschraubbarem Deckel)

. Durchfuihrung

Proben auf Raumtemperatur bringen

Themomixer auf 56°C vorheizen

pro Probe wird ein 1,5ml Reaktionsgefald vorber¢ier beschriftet)

20ul Proteinase K Ldsung (QlAamp® DNA Mini Kit) zu jeth Reaktionsgefald pipettieren
10ul Sonicated Hering Sperm DNA-LGsung zu jedem Reastyefald pipettieren

20Qul jeder Probe in das jeweilige vorbereitete Realdgefald geben und durch Pipettieren
mit den zwei vorgelegten Lésungen mischen

200ul des Puffers AL (QIAamp® DNA Mini Kit) zugeben, siReaktionsgefal? verschliel3en
und wahrend 15 Sekunden mit dem Vortex-Mischgeiétimen

10 Minuten bei 56°C im Thermomixer inkubieren

5 Sekunden bei 8000 rpm zentrifugieren (um Flissigdus dem Deckel des
ReaktionsgefaRes zu entfernen und beim Offnen Kunttionen zu vermeiden)

20Qul Ethanol zugeben, das Reaktionsgefald verschliefignvahrend 15 Sekunden mit dem
Vortex-Mischgerat mischen

5 Sekunden bei 8000 rpm zentrifugieren

Gemisch vorsichtig auf eine zuvor beschriftete 8pétule mit 2ml Auffangrohrchen
(QlAamp® DNA Mini Kit) geben, Saule mit Deckel vefdiel3en

Spinnsaule zusammen mit dem 2ml AuffangrohrcheA&Q@ip® DNA Mini Kit) wahrend 1
Minute bei 6000 x g (8’000 rpm) zentrifugieren.

Spinnsaule in ein neues 2ml Auffangrohrchen (QIA@nIINA Mini Kit) stellen, vorheriges
2ml Auffangréhrchen inklusive Flissigkeit verwerf@eckel der Spinnsaule vorsichtig
offnen und 500l des Puffers AW1 (QIAamp® DNA Mini Kit) zugeben
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» Spinnsaule verschlielen und mit Auffangrohrchenresdidh 1 Minute bei 6000 x g (8’000
rpm) zentrifugieren.

» Spinnsaule in ein neues 2ml Auffangrohrchen (QIA@EINA Mini Kit) stellen, vorheriges
2ml Auffangrohrchen inklusiv Flissigkeit verwerfddeckel der Spinnsaule vorsichtig 6ffnen
und 50Qu des Puffers AW2 (QIAamp® DNA Mini Kit) zugeben

» Spinnsaule verschlielRen und mit Auffangrohrchenresdith 3 Minuten bei 20000 x g (13500
rpm) zentrifugieren

» Spinnsaule vorsichtig in ein neues, beschriftetemllReaktionsgefal stellen, vorheriges 2ml
Auffangrohrchen inklusive Flissigkeit verwerfen,dRel der Spinnsaule vorsichtig 6ffnen
und 5Qu des Puffers AE (QlAamp® DNA Mini Kit) zugeben (fer muss direkt auf die
Membran in der Mitte der Spinnséule getropft wejd&rMinute stehen lassen

» Spinnsaule verschlielen und mit dem 1,5ml Realgeidf wahrend 1 Minute bei 6000 x g
(8000 rpm) zentrifugieren

» Spinnsaule aus Reaktiongefal® entfernen und wegwdriaktionsgefald mit DNA-Extrakt
verschlie3en und bei -20°C aufbewahren

4.1 Hinweise zur Qualitatssicherung

In jeder Extraktionsreihe missen folgende Kontroti@tgefuhrt werden:

» eineNegativkontrollezum Feststellen von Kreuzkontaminationen: AnstatreProbe wird
20Qul eines nicht kontaminierten Puffers (zum BeispiBIS) durch das Extraktionsprotokoll
geflhrt.

« einePositivkontrollezum Uberprifen der Funktionsfahigkeit des Extraigicerfahrens (z.B.
eine schon gemessene Probe, weldreinia Viren enthalt).

Wenn die Kontrollen nicht das gewiinschte Resutglgen, missen die Resultate dieser

Versuchsreihe verworfen und die Untersuchung, lisnnach Durchflihrung geeigneter

MaRnahmen wiederholt werden.

5. Ringversuch

Im Jahr 2002 wurde diese Methode durch den Untscauss ,Methodenentwicklung“ des LAG
in einem Ringversuch validiert, an dem insgesamirtdesdeutsche und ein Schweizer
Uberwachungslabor teilnahmen.

Alle 7 Laboratorien wendeten die vorliegende Methgdit Erfolg® an.

Jeder Teilnehmer sollte finf codierte Proben miseleiedenen Mengen an rekombinanten und
Wildtyp-Vacciniaviren auf das Vorhandensein voraier DNA hin untersuchen. Die Isolierung
und Darstellung der viralen DNA wurde von allenddejten Laboren erfolgreich durchgefuhrt.

Diese Methode beruht auf einer Standard Arbeitsesung (SOP) des kantonalen Laboratoriums

Basel-Stadt (SOP P221), deren Entwicklung finahdigich das Schweizer Bundesamt fur
Umwelt, Wald und Landschaften (BUWAL) unterstitzairgde.
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