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Dette dokument er protokolarket til Complex200_OBL_V4_DSP QIAsymphony SP, R2, til QIAsymphony DSP Virus/Pathogen

Mini Kit, version 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




Generelle oplysninger

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit er beregnet til in vitro-diagnostisk brug.

Kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit
Provemateriale Respiratoriske og urogenitale praver
Protokolnavn Complex200_OBL_V4_DSP
Standardanalysekontrolsaet ACS_Complex200_OBL_V4_DSP
Redigerbar Elueringsvolumen: 60 pl, 85 pl, 110 pl
Pékraevet softwareversion Version 4.0 eller hgjere

Skuffen “Sample” (prove)

Respiratoriske prever (BAL, terrede podepinde, transportmedier, aspirater, sputum) og urogenitale
prever (urin, transportmedier)

Pravetype

Provevolumen Afhaenger af den anvendte preveglastype, for at f& flere oplysninger se
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Primeere proveglas  Se www.qiagen.com/goto/dsphandbooks for at f& flere oplysninger.

Sekundzere Se www.qiagen.com/goto/dsphandbooks for at f& flere oplysninger.
proveglas
Indsatser Afheenger af den anvendte preveglastype, for at fa flere oplysninger se

www.qiagen.com/goto/dsphandbooks.
Andet Baerer-RNA-buffer-AVE-blanding er pakraevet; brug af intern kontrol er valgfri

Skuffen “Reagents and Consumables” (reagenser og forbrugsartikler)

Position Al og/eller A2 Reagensbeholder (Reagent cartridge, RC)
Position B1 i/r

Spidsrackholder 1-17 Engangsfilterspidser, 200 pl

Spidsrackholder 1-17 Engangsfilterspidser, 1500 pl
Enhedsboksholder 1-4 Enhedsbokse med praveklargaringsbeholdere
Enhedsboksholder 1-4 Enhedsbokse med 8-stavs daeksler

i/r = ikke relevant.

Skuffen “Waste” (affald)

Enhedsboksholder 1-4 Tomme enhedsbokse
Affaldsposeholder Affaldspose
Vaeskeaffaldsflaskeholder Vaeskeaffaldsflaske
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Skuffen “Eluate” (eluat)

Elueringsrack (vi anbefaler at anvende &bning 1, Se www.giagen.com/goto/dsphandbooks for at fa flere

afkelingsposition) oplysninger
Pakraevede plastikprodukter
Et batch, To batches, Tre batches,
24 prover* 48 prover* 72 prover* Fire batches, 96 prover*
Engangsfilterspidser, 96 96 128 128
200 plt
Engangsfilterspidser, 128 192 224 288
1500 plt
Preveklargeringsbeholdere’ 18 36 54 72
8-stavs deeksler! 3 6 9 12

* Der skal bruges flere engangsfilterspidser, hvis der udferes mere end en indholdsscanning. Anvendelse af mindre end 24
praver pr. batch reducerer antallet af engangsspidser pakraevet pr. kersel.

t Der er 32 filterspidser/spidsrack.

¥ Antal nedvendige filterspidser indeholder filterspidser til 1 indholdsscanning pr. reagensbeholder.

§ Der er 28 proveklargeringsbeholdere/enhedsboks.

T Der er tolv 8-stavs daeksler/enhedsboks.

Bemaerk: Antallet af angivne filterspidser kan afvige fra det antal, der vises p& bereringsskaermen,

afhaengigt af indstillinger, for eksempel antal interne kontroller, der er anvendt pr. batch.

Valgt elueringsvolumen

Valgt elueringsvolumen (pl)* Initielt elueringsvolumen (pl)*
60 90
85 115
110 140

* Elueringsvolumenen veelges pé beraringsskaermen. Dette er det minimalt tilgaengelige eluatvolumen i det sidste elueringsrer.
t Det initielle volumen aof elueringsoplesning, der skal fil for at sikre, at det aktuelle eluatvolumen er det samme som det
forvalgte volumen.
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Klargering af intern kontrol-baerer-RNA (CARRIER)-Buffer AVE (AVE) -
blanding

Vol of Vol \ Vol
Valgt stambeerer-  af intern  af buffer-
elueringsvolumen RNA kontrol AVE (AVE)
(pl) (CARRIER) (pl) (ph)* (ph) Endelig volumen pr. prove (pl)
60 3 9 108 120
85 3 11,5 105,5 120
110 3 14 103 120

* Beregningen af maengden af intern kontrol er baseret p& de initielle elueringsvolumener. Dette afhaenger af den anvendte
preveglastype; for at fé flere oplysninger se www.qiagen.com/goto/dsphandbooks.
Bemzerk: Vaerdierne, der vises i tabellen, er til klargering of den interne kontrol-baerer-RNA

(CARRIER) blanding til downstream-analysen, som kraever O,1 pl intern kontrol/pl eluat.
Lysis uden for instrumentet

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, né&r der
arbejdes med kemikalier. Der findes mere information i de tilherende sikkerhedsdatablade (material

safety data sheets, MSDS'er), som kan f&s hos produktets leverander.

QlAsymphony Complex-protokollerne bestér af 4 trin: lysis, binding, vask og eluering. Til nogle
prover er det nyttigt at udfere lysis manuelt, for eksempel til inaktivering af patogener i et biologisk
sikkert skab. Complex200_OBL_V4_DSP-protokollen ger det muligt at udfere manuel lysis med en
metode, der svarer til Complex200_Vé_DSP-protokollen. Forbehandlede prever overfores il
QIAsymphony SP og behandles med Complex200_OBL_V4_DSP.

Bemazerk: Til Complex200_OBL_V4-protokollen er Buffer ACL og Buffer ATL (ATL) pdkraevet. Buffer
ACL (kat. nr. 939017) og Buffer ATL (ATL) (katalognr. 939016) er ikke en del aof QlAsymphony
DSP Virus/Pathogen Mini Kit og skal bestilles separat.
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Manuel lysis

1. Pipettér 20 pl proteinase K, 100 pl Buffer ATL (ATL), 120 pl baerer-RNA intern kontrolblanding
og 190 pl Buffer ACL ned i et 2 ml Sarstedtrer (katalognr. 72,693 eller 72,694).

Bemaerk: Né&r mere end én preve behandles ved hjselp of manuel lysis, kan du klargere en
stamoplesning af denne oplasning. De volumener, der skal bruges til én preve, ganges
simpelthen op med det samlede antal prever, der skal behandles, hvorefter yderligere
volumen medtages svarende til 2 ekstra praver. Vend rgret flere gange for at blande
indholdet, overfar 430 pl til et 2 ml Sarstedt-rer for hver prave, og fortszet med at udfere trin

4 for hver prove.

Luk laget, og bland indholdet ved at vende bunden i vejret p& reret 5 gange.
Centrifugér kortvarigt reret for at fjerne sma draber fra lagets inderside.
Tilsset 200 pl preve i reret, luk léget og bland ved puls-vortex i 10 sekunder.
Inkubér raret ved 68 °C i 15 minutter (= 1 minut).

Centrifugér kortvarigt reret for at fierne sma dréber fra lagets inderside.

N o 0 MW N

Anbring indsatserne til de padgaeldende preverer i en rerholder, og seet prevergrene i (uden

lag).
Klargering af prevemateriale
Urin

Urin kan behandles uden yderligere forbehandling. Systemet er optimeret til praver med ren urin,
der ikke indeholder konserveringsstoffer. For at age sensitiviteten over for bakterielle patogener kan
preverne centrifugeres. Efter bortskaffelse af supernatanten kan peletten resuspenderes i mindst
200 pl Buffer ATL (ATL) (kat. nr. 939016). Brug 200 pl of det forbehandlede materiale som prave

til klargering til lysis uden for instrumentet.
Isolation af genomisk DNA fra Gram-positive bakterier

DNA-oprensning kan forbedres ved nogle Gram-positive bakterier via enzymatisk forbehandling
for praven overfares til QIlAsymphony SP, og Complex200_OBL_V4_DSP-protokollen startes.

1. Dan piller aof bakterier ved centrifugering ved 5000 x g i 10 minutter.

2. Suspendér bakteriepillen i 200 pl aof den egnede enzymoplasning (20 mg/ml lysozym eller
200 pg/ml lysostaphin i 20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA; 1,2% Triton X-100).

Inkubér ved 37 °C i mindst 30 minutter (+ 2 minutter).

4.  Centrifugér reret kortvarigt for at fierne dréber fra lagets inderside.
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5. Brug 200 pl of det forbehandlede materiale som prave til klargering til lysis uden for

instrumentet.
Viskese eller mukase prover

Nogle prever (f.eks. sputurm og respiratoriske aspirater) kan vaere viskese og nedvendiggere
omdannelse til flydende tilstand for at de kan pipetteres. Lavviskese prever behaver ikke yderligere

klargering. Medium- til hgjviskase prever skal klargeres pé falgende méde:

1. Oples preven 1:1 med Sputasol * T (Oxoid, katalognr. SR0233) eller 0,3 % (w/v) DTT.

Bemaerk: Oplasningen med 0,3 % (w/v) DTT kan fremstilles pé& forhénd og opbevares
i dertil egnede alikvoter ved -20 °C. Bortskaf opteede alikvoter efter brug.

2. Inkubér ved 37 °C, indtil pravens viskositet er passende til pipettering.

Brug 200 pl of det forbehandlede materiale som preve til klargering til lysis uden for
instrumentet.

Terrede podepinde med kropsvaeske og sekret

1. Dyp den terrede podepindspids i 450 pl Buffer ATL (ATL) (katalognr. 939016), og inkubér
den ved 56 °C i 15 minutter (+ 1 minut), med kontinuerlig blanding. Hvis blanding ikke er
mulig, skal der vortexes far og efter inkuberingen i mindst 10 sekunder.

2. Fjern podepinden, og klem al vaesken ud ved at trykke pinden mod indersiden af rgret.

3. Brug 200 pl of det forbehandlede materiale som prave til klargering fil lysis uden for
instrumentet.
Bemaerk: Denne protokol er optimeret til bomulds- eller polyethylenpinde. Ved anvendelse af
andre pinde kan det vaere nadvendigt at tilpasse volumen af Buffer ATL (ATL) for at sikre, at
mindst 200 pl er til rédighed som prevemateriale.

Respiratoriske eller urogenitale podepinde

Opbevaringsmedier til respiratoriske eller urogenitale podepinde kan bruges uden forbehandling.
Hvis podepinden ikke er blevet fiernet, trykkes den mod siden aof reret for at trykke vaesken ud.
Eventuelt overskydende slim i preven skal fiernes p& dette tidspunkt ved at indsamle det pé&
podepinden. Eventuelt overskydende vaeske fra slimen og podepinden skal dernzest trykkes ud ved
at trykke pinden mod siden af reret. Til sidst skal podepinden og slimen fiernes og bortskaffes. Hvis
proverne er viskese, udferes et vaeskedannelsestrin (se “Viskase eller mukese prover” ovenfor),

inden preven overfares til QlAsymphony SP. Hvis der ikke er tilstraekkeligt startmateriale, pipetteres

* Sputasol (Oxoid, katalognr. SR0233, www.oxoid.com) eller dithiothreitol (DTT).
T Dette er ikke en fuldsteendig liste over leveranderer.
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der Buffer ATL (ATL) ned i transportmediet for at justere den pakraevede, minimale startmaengde og
preven vortexes i 15-30 sekunder i reret (hvis transportmediet indeholder podepinden, udferes dette
trin, inden podepinden fiernes). Brug 200 pl af materialet som prave til klargering til lysis uden for

instrumentet.

Revisionshistorik

Revisionshistorik for dokumentet

R2 12/2017 | Opdatering til QIAsymphony softwareversion 5.0

Vedrarende opdateret licensinformation og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser henvises til den
aktuelle handbog eller brugervejledning til QIAGEN®kittlet. QIAGEN kith&ndbeger og -
brugermanualer kan fé&s via www.qgiagen.com eller kan rekvireres hos QIAGENS tekniske service
eller den lokale distributer.

Varemaerker: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAsymphony® (QIAGEN Group). Registrerede navne, varemaerker osv., der bruges i dette dokument, er beskyttet af den relevante

lovgivning, ogsé nér disse ikke er specifikt markeret som sédan.
12/2017 HB-0301-527-002 © 2017 QIAGEN, alle rettigheder forbeholdes.
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