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Protokol Complex200_OBL_V4 DSP

Tento dokument je protokolovym listom Complex200_OBL_V4_DSP QIlAsymphony SP, R2, pre stpravu QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Mini Kit, verzia 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




VSeobecné informacie

Suprava QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit je uréena na diagnostické pouZitie in vitro.

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit

Saprava

Material vzorky Respiracné a urogenitalne vzorky
Nézov protokolu Complex200_OBL_V4_DSP
Vychodiskova kontrolna suprava analyzy ACS_Complex200_OBL_V4_DSP
Upravitel'né Objem eluatu: 60 pl, 85 pl, 110 pl
Potrebné softvérova verzia Verzia 4.0 alebo vysSia

Zasuvka ,Sample” (Vzorka)

Respirac¢né vzorky (BAL, vysuSené tampény s vytermi, prepravné média, aspiraty, sputum)

Typ vzork
yp y a urogenitalne vzorky (mo¢, prepravné média)

Objem vzorky V zavislosti od typu pouzitej skimavky na vzorky; viac informécii najdete na stranke
www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Priméarne skimavky na  Viac informéacii najdete na stranke www.giagen.com/goto/dsphandbooks
vzorky

Sekundarne skimavky  Viac informéacii njdete na stranke www.giagen.com/goto/dsphandbooks
na vzorky

Vlozky V zavislosti od typu pouZitej skimavky na vzorky; viac informacii najdete na stranke
www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks

Iné Potrebna je zmes nosi¢ RNA—pufer AVE; pouZzitie interného kontrolného roztoku je volitelné

Zasuvka ,Reagents and Consumables” (Reagencie a spotrebny material)

Umiestnenie A1 a/alebo A2 Reagencna kazeta (Reagent cartridge, RC)
Umiestnenie B1 N/A

Drziak stojanu hrotov 1 —17 Jednorazové filtraéné hroty, 200 pl

Drziak stojanu hrotov 1 —17 Jednorazové filtratné hroty, 1500 pl

Drziak Skatuliek jednotky 1 — 4 Skatulky jednotky obsahujlce kazety na pripravu vzoriek
DrZiak Skatuliek jednotky 1 — 4 Skatulky jednotky obsahuijtice 8-tyékové kryty

N/A = Neaplikovatelné.

Zasuvka ,Waste" (Odpad)

Drziak skatuliek jednotky 1 — 4 Prazdne Skatulky jednotky
Drziak odpadového vrecka Odpadové vrecko
Drziak nddoby na tekuty odpad Nadoba na tekuty odpad
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Zasuvka ,Eluate” (Eluat)

Viac informécii njdete na stranke

Stojan pre eluciu (odporuéame pouzitie slotu 1, ;
jan p (odp P www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks

chladené umiestnenie)

Pozadované plastové pomacky

Jedna davka, 24 Dve davky, 48 Tri davky, 72 B
vzoriek* vzoriek* vzoriek* Styri davky, 96 vzoriek*

Jednorazové filtracné 96 96 128 128
hroty, 200 pl™*
Jednorazové filtracné 128 192 224 288
hroty, 1500 pl**
Kazety na pripravu 18 36 54 72
vzoriek®
8-tyckovy kryt' 3 6 9 12

*

Vykonanie viac nez jedného snimania zasob si vyZzaduje doplnkové jednorazové filtraéné hroty. PouZzitie menej nez 24
vzoriek na davku zniZuje pocet jednorazovych hrotov potrebnych na sériu analyz.

V stojane na hroty je 32 filtracnych hrotov.

Pocet potrebnych filtraénych hrotov zahffia filtraéné hroty pre 1 snimanie zasob na reagenénu kazetu.

V skatulke jednotky je 28 kaziet na pripravu vzoriek.

V Skatulke jednotky je dvanast 8-tyCkovych krytov.

- o H =+

Poznamka: Pocet danych filtraénych hrotov sa moze lisit od poctov zobrazenych na dotykovej
obrazovke v zavislosti od nastaveni, napriklad od po¢tu internych kontrolnych roztokov pouzitych

v ramci davky.

Zvoleny elu¢ny objem

Zvoleny eluény objem (pl)* Pociatoény eluény objem (pl)*
60 90
85 115
110 140

*

Eluény objem zvoleny na dotykovej obrazovke. Ide o minimalny dostupny objem eluatu v poslednej elu¢nej skimavke.
Pociato€ny objem eluéného roztoku potrebny na zabezpecenie, aby bol skutoény objem eluatu rovnaky ako zvoleny
objem.

-+
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Priprava zmesi interny kontrolny roztok—nosi¢ RNA (CARRIER)-pufer
AVE (AVE)

Objem nosica
Zvoleny eluény RNA (CARRIER) Objem interného Objem pufra AVE Konec¢ny objem
objem (ul) (ul) kontrolného roztoku (ul)* (AVE) (ul) na vzorku (ul)
60 3 9 108 120
85 8 11,5 105,5 120
110 3 14 103 120

*

Vypocet mnozstva interného kontrolného roztoku vychadza z pociato€nych eluénych objemov. Dopinkovy prazdny objem
zavisi od typu pouZzitej skimavky na vzorky; viac informacii najdete na stranke www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
Poznamka: Hodnoty zobrazené v tabulke sa vztahuju k priprave zmesi interny kontrolny roztok—
nosi¢ RNA (CARRIER) pre analyzu proti smeru retazca, ktora si vyzaduje 0,1 pl interného
kontrolného roztoku/pl eluatu.

Externa lyza

Pogas prace schemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové rukavice
a ochranné okuliare. Viac informécii najdete na prisluSnych kartach bezpecnostnych udajov
materialu (material safety data sheets, MSDS), ktoré su k dispozicii u dodavatela produktov.

Protokoly Complex QIAsymphony pozostavaji zo 4 krokov: lyza, viazanie, premytie, ellcia.
U niektorych vzoriek je uzitocné vykonat lyzu manualne, napriklad na inaktivaciu patogénov
v biologicky bezpe&nej pracovni. Protokol Complex200_OBL_V4 DSP umoziuje vykonanie
manualnej lyzy podobnym spésobom ako v pripade protokolu Complex200_V6_DSP. Vzorky s
predbeZznou Upravou su prenesené do QIAsymphony SP a spracované protokolom
Complex200_OBL_V4 DSP.

Poznamka: Protokol Complex200_OBL_V4 vyzaduje pufer ACL a pufer ATL (ATL). Pufer ACL
(kat. €. 939017) a pufer ATL (ATL) (kat. €. 939016) nie su sucastou supravy QIAsymphony DSP

Virus/Pathogen Mini Kit a musia sa objednat samostatne.
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Manualna lyza

1. Napipetujte 20 ul proteinazy K, 100 ul pufra ATL (ATL), 120 pl zmesi interného kontrolného
roztoku a nosi¢a RNA a 190 pl pufra ACL do 2 ml skimavky Sarstedt (kat. €. 72.693 alebo
72.694).

Poznamka: Ked sa manualnou lyzou bude spracovavat viac nez jedna vzorka, méze sa
pripravit zasobny roztok tohto roztoku. Jednoducho vynasobte objemy potrebné pre jednu
vzorku celkovym poc¢tom vzoriek, ktoré sa maju spracovat, a pridajte doplnkovy objem
rovny 2 vzorkam navyse. Skimavku niekolkokrat obratte, aby sa jej obsah premiesal,
preneste 430 pl do 2 ml skimavky Sarstedt pre kazdu vzorku, potom pokracujte pre kazdu
vzorku krokom 4.

2. Zatvorte viecko a obratenim skimavky 5-krat zamieSajte obsah.

3. Skumavku kratko odstredte, aby sa odstranili kvapky zvnutra viecka.

4. Do skumavky pridajte 200 pl vzorky, zatvorte viecko a mieSajte pulznym vortexom
10 sekund.

5.  Skumavku inkubujte pri teplote 68 °C po dobu 15 minut (x 1 mindta).
6.  Skumavku kratko odstredte, aby sa odstranili kvapky zvnutra viecka.

7. Vlozky pre prislusné skumavky so vzorkami zasufite do nosi¢a skumaviek a vlozke

skumavky so vzorkami (bez viecok).
Priprava materialu na vzorky
Mo¢&

Mo¢ sa mbze spracovavat bez predbeznej Upravy. Systém je optimalizovany pre Cisté vzorky
mocu, ktoré neobsahuju konzervacné latky. Na zvySenie citlivosti na patogénne baktérie mozno
vzorky odstredit. Po likvidacii supernatantu sa da granula opat suspendovat v min. 200 pul pufra
ATL (ATL) (kat. €. 939016). Ako vzorku na pripravu externej lyzy pouZite 200 ul vopred
upraveného materialu.

Izolacia genomickej DNA z gram-pozitivnej baktérie

Purifikacia DNA sa da pre niektoré gram-pozitivne baktérie zlepsit enzymatickou predbeznou
Upravou pred prenosom vzorky do QIAsymphony SP a spustenim protokolu
Complex200_OBL_V4 DSP.
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1.  Odstredujte baktériu pri 5 000 x g po dobu 10 minut.

2. Bakterialnu granulu suspendujte v 200 pl vhodného enzymatického roztoku (lyzozym
20 mg/ml alebo lyzostafin 200 pg/ml; 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, v 2 mM EDTA; 1,2 %
Triton X-100).

3.  Inkubujte pri teplote 37 °C po dobu aspon 30 minut (£ 2 minuty).
4.  Kratko skumavku odstredte, aby sa odstranili kvapky zvnutra viecka.

5.  Ako vzorku na pripravu externej lyzy pouzite 200 ul vopred upraveného materialu.

Viskdzne alebo mukézne vzorky

Niektoré vzorky (napr. sputum, respiracné aspiraty) mézu byt viskézne a za u€elom moznosti
pipetovania si vyZzaduji skvapalnenie. Vzorky s nizkou viskozitou si nevyzaduju dalSiu pripravu.
Vzorky so strednou az vysokou viskozitou sa maju pripravovat nasledovne:

1.  Vzorku zriedte v pomere 1 : 1 s latkou Sputasol*' (Oxoid, kat. &. SR0233) alebo 0,3 %
(obj. hm.) DTT.

Poznamka: Roztok 0,3 % DTT sa da vytvorit vopred a uskladnit v prisluSnych alikvétach
pri teplote —20 °C. Po pouziti sa maju rozmrazené alikvoty zlikvidovat.
2. Inkubuijte pri teplote 37 °C, kym nie je viskozita vzorky vhodna na pipetovanie.

3. Ako vzorku na pripravu externej lyzy pouzite 200 ul vopred upraveného materialu.

VysuSené tampony s telesnou tekutinou a sekrétom

1. Ponorte konCek vysuSeného tamponu do 450 yl pufra ATL (ATL) (kat. & 939016)
a inkubujte za staleho mieSania pri teplote 56 °C po dobu 15 minat (+ 1 mindta). Ak
miesanie nie je mozné, pred a po inkubacii virivo premieSavajte podobu aspori 10 sekund.

2. Tampon vyberte a odstrante vSetku kvapalinu pritlaéenim tampénu o vnutornd stenu
skdmavky.

3.  Ako vzorku na pripravu externej lyzy pouzite 200 ul vopred upraveného materialu.

Poznamka: Tento protokol je optimalizovany pre bavinené a polyetylénové tampoény. Pri
pouziti inych tampénov méze byt potrebné upravit objem pufra ATL (ATL), aby bol
zabezpeceny objem materialu na vzorky aspor 200 pl.

* Sputasol (Oxoid, kat. €. SR0233, www.oxoid.com) alebo ditiotreitol (DTT).
T Nejde o uplny zoznam dodavatelov.
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Respiracné alebo urogenitalne tampdny

Skladovacie média pre respiracné alebo urogenitalne tampoény sa daju pouzit bez predbeznej
Upravy. Ak ste tampdn nevybrali, odstrarite kvapalinu pritla¢enim tampdnu o stenu skimavky.
Teraz by sa mal odstranit vSetok nadbyto¢ny hlien vo vzorke jeho zachytenim na tampén. VSetku
zvySkovu kvapalinu z hlienu a tampénu treba nasledne vytlagit pritlacenim tampoénu o stenu
skumavky. Nakoniec treba tampon s hlienom odstranit’ a zlikvidovat. Ak su vzorky viskézne,
vykonajte krok skvapalnenia (pozri ¢ast’,Viskézne alebo mukdzne vzorky* vySSie) pred prenosom
vzorky do QIAsymphony SP. Ak k dispozicii nie je dostatok pociato€ného materialu, napipetujte
pufer ATL (ATL) do prepravného média, aby ste prispdsobili minimalny pociato€ny objem, a virivo
premieSavajte vzorku v skiimavke po dobu 15 — 30 sekund (ak prepravné médium obsahuje
tampodn, tento krok vykonajte pred odstranenim tampénu). Ako vzorku na pripravu externej lyzy
pouzite 200 pl vopred upraveného materialu.

Prehlad revizii

Prehlad revizii dokumentu

R2 12/2017 Aktualizacia softvéru QlAsymphony verzie 5.0

Aktualne licenéné informacie a pravne informécie Specifické pre produkt najdete v sprievodcovi
alebo pouzivatelskej prirucke k siprave QIAGEN®. Sprievodcov a pouzivatelské prirucky
k stpravam QIAGEN najdete na lokalite www.giagen.com alebo o ne mbzete poziadat oddelenie
technickych sluzieb spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN?®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumente sa nesmu

povazovat za zndmky nechranené podla zakona, i ked neboli ako také oznacené prislusnym symbolom.
12/2017 HB-0301-S27-002 © 2017 QIAGEN, v3etky prava vyhradené.
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