Methodensammlung der Bund/Lander-Arbeitsgemeinschaftechnik

Extraktion von Virus-RNA AMO023

Erstellt vom Unterausschuss Methodenentwicklung @&, April 2009

Status: verabschiedet

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese fur lentivirale (HIV1) Vektoren erfolgreicletgstete Methode dient zur Extraktion von Virus-RNA
aus Flussigkeiten, beispielsweise aus WischpraobeMé€thode "Abwischen von Viren von Laboroberfla-
chen" der Methodensammlung der LAG). Die extrakhi€&®tNA ist nach diesem Prozess direkt flr RT-
PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenredkfiawendungen verwendbar. Der nicht DNase-
behandelte Teil des Extraktes kann zur BestimmuamgDNA-Kontaminationen verwendet werden.

2. Kurzbeschreibung

Nach einer Denaturierung der viralen Partikel wdid freigewordene RNA wahrend eines Zentrifugati-
onsschrittes an eine Silikagelmembran einer ,Spilesdgyebunden (Festphasenextraktion). Die gebunde-
ne RNA wird in der Folge in zwei Schritten von kamiinierenden Stoffen gereinigt und mit einem klei-
nen Volumen Extraktionspuffer eluiert. Da bei degisten zu untersuchenden Proben, wenn Uberhaupt,
nur mit geringsten Mengen an Viren zu rechnenwat] dem Lysis-Puffer eine sogenannte ,Carrier*-
RNA beigemischt (gemafll Anleitung des Hersteller8: ugy/ml Endkonzentration), um die RNA-
Extraktions-verluste durch unspezifische BindungenPlastikmaterial zu verringern. Der RNA-Extrakt
kann durch DNA verunreinigt sein. Ein Aliquot deki&es aus der ersten Extraktion jeder Probe wird
daher mit RNase-freier DNase verdaut und nochmatielm Festphasenextraktion gereinigt. Der nicht
DNase-behandelte Rest wird zur Untersuchung von {RuAkstanden verwendet.

3. Material

(Die Validierung dieser Methode wurde mit den Geraen, Chemikalien und Lésungsmittel der angegebenenigferanten resp. Hersteller
durchgefiihrt. Prinzipiell kbnnen auch andere Lieferanten bzw. Hersteller berlicksichtigt werden. Bei Méerialien, welche mit * markiert
sind, sollte in einem solchen Falle eine vorherigéergleichsvalidierung durchgefiihrt werden.)

3.1 Geréte und Verbrauchsmaterial
Kunststoff- und Glasmaterialien miissen vor der Venendung sterilisiert werden. Die Verwendung von aemolgeschitzten Pipettenspit-
zen dient als Schutz vor Kontamination.

» Mikrozentrifuge
» Vortex-Mischgerat
» Thermomixer mit Block fiir 1,5 ml Reaktionsgefalie
» Sterile Werkbank
» diverse Kolbenhubpipetten
» Handschuhe Nitril oder (Latex, puderfrei)
» Plastikverbrauchsmaterial
- aerosolgeschiitzte Pipettenspitzen (diverse)
- diverse Reaktionsgefal3e (z.B. Mikroliterreaktiorigge)

3.2. Reagenzien

Es sind grundsétzlich analysenreine, fur die Zellkilur und die Molekularbiologie geeignete Reagenzienu verwenden.
e QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Art. Nr. 52904)*

* RNase-Free DNase S€QIAGEN, Art. Nr. 79254)*

» Ethanol reinst

* RNase freies Wasser (z.B. QIAGEN, Art. Nr. 001101180
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4. Durchfiihrung

Die fur ein analytisches PCR-Labor notwendigen Vorshtsmaflinahmen (raumliche Trennung, DNA-Dekontamingon, etc.) sind einzu-
halten.

4.1 Festphasenextraktion von RNA

* Proben auf Raumtemperatur bringen

» Vorbereitung der im Kit mitgelieferten Puffer besamn

» Extraktion der RNA gemal "Spin Protocol"-Anleitutes Herstellers
* RNA-Extrakte bei -20°C oder -80°C aufbewahren

4.2 Verdau der RNA-Extrakte mit RNase-freier DNase

« 20 ul jedes RNA-Extraktes in je ein 20@l ReaktionsgefaR geben (Einzelreaktionsgefal? oder T
terplatte)

* Zu jedem RNA-Extrakt werden folgende Reagenzieaupipettiert.
(Diese Reagenzien kdnnen fiir eine entsprechendahARzoben vorgemischt und als Gemisch zuge-
fugt werden!):

RDD Buffer (RNase-Free DNase Set) ul 2
DNase | (RNase-Free DNase Set) 10.5
H,O RNase-frei (RNase-Free DNase Set) 2.5

» Das Reaktionsgemisch wird durch Auf- und Abpipegiiegut gemischt.

« Auf einem Thermocycler Gerét wird folgendes Tempar®rogramm durchgefiihrt:

10 min. / 25°C DNase-Verdau

15 min. / 70°C Inaktivierung der DNase

© [ 4°C

» Die 25l dieses Reaktionsgemisches werden mit ll1IRNase-freiem Wasser auf 140 Totalvolu-
men erganzt.

* Aus diesem Gemisch wird die RNA mit dem QlAamp ViIRNA Mini Kit nach vorliegender SOP
(s 4.1) nochmals gereinigt.
Das Endvolumen des Eluates betragtl60

5. Hinweis zur Qualitatssicherung

In jeder Extraktionsreihe miissen folgende Kontroitétgefuhrt werden:

» eineNegativkontrolle zum Feststellen von Kreuzkontaminationen: AnstisiéreProbe werden 144
eines nicht kontaminierten Puffers (zum BeispieSPBurch das Extraktionsprotokoll gefiihrt.

« eine Positivkontrolle zum Uberprifen des Extraktionsverfahrens (z.Be eichon gemessene Probe,
welcheLentiviren Partikel enthalt).

» Quantifizierte Referenzen fur die nachfolgende Asal Mindestens 3 Konzentrationen einer titrierten
Lentivirenprobe. Diese Proben werden durch dengaixtraktions- und Analyseprozess mitbearbei-
tet.

Wenn die Kontrollen nicht das erwartete Resultgeben, missen die Resultate dieser Versuchsreihe
verworfen und die Untersuchung nach einer Fehldyaeaind der Beseitigung von Fehlerquellen wie-
derholt werden.

6. Ringversuch
Diese Methode wurde im Jahr 2007 zusammen mit dethddle '‘Quantitativer Nachweis von Lentiviren

(HIV1)-RNA mittels real-time RT-PCR' durch den Urgasschuss "Methodenentwicklung" der LAG in
einem Ringversuch validiert, an dem insgesamt \Whehungslabore teilnahmen.

Jedem Teilnehmer wurde zur Durchfihrung von RNA&kttonen ein QlAamp® Viral RNA Mini Kit
(Version 12/2007) sowie ein RNase-Free DNase Je¥erfligung gestellt. Mit diesen Materialien waren
fur 2 x 5 codierte Doppelblindproben mit verschieele Kopienzahlen an lentiviralen Genomen sowie 5
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codierte Negativproben die Nukleinsaureextraktioderchzufiihren. Nach den Extraktionen wurde eine
Quantifizierung der kontaminierenden DNA sowie tmtiviralen RNA mittels PCR-Untersuchungen
vorgenommen.

Die Auswertung der Ergebnisse des Ringversuchausstiihrlich im Abschnitt 7 der SOP ,Quantitativer
Nachweis von Lentiviren (HIV1)-RNA mittels Real-@enRT-PCR" beschrieben. Da das Konzept des
Ringversuchs nicht auf die alleinige Validierung &gtraktionsmethode ausgelegt war, umfassen die au
Basis der Ringversuchergebnisse ermittelten Vergsandardabweichungen sowohl den Einfluss des
PCR-Verfahrens als auch des Extraktionsverfahréeserell hat die statistische Auswertung ergeben,
dass die Extraktionsmethode erfolgreich fir dashiiefiende PCR-Verfahren verwendet wurde. Die
zufélligen Messabweichungen beim Extraktionsscligtien in der gleichen Grélzenordnung wie beim
PCR-Verfahren. Eine detaillierte Bewertung der Rerguchsergebnisse ist dem Statistikbericht ,RV
Lentiviren“, der auf Anfrage beim Bundesamt fur Meucherschutz (BVL) erhéltlich ist, zu entnehmen.

7. Anmerkung
Diese Methode beruht auf einer Standard-Arbeitsssumg (SOP348) des Kantonalen Laboratoriums

Basel-Stadt, deren Entwicklung finanziell durch @&hweizer Bundesamt fir Umwelt (BAFU) unter-
stltzt wurde. Die Ringversuchsmaterialien wurdemBundesamt fir Verbraucherschutz und Lebens-
mittelsicherheit (BVL) zur Verfligung gestellt, diatistische Auswertung wurde im Auftrag des BVL
durchgefihrt.
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