QIAsymphony®ArgOI5
Protokol Sayfasi

Complex200_V6_DSP protokoli

Bu belge, QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit, versiyon 1 i¢cin Complex200_V6_DSP QIAsymphony SP Protokol
Sayfasi, R2'dir.

— Sample to Insight QIAGEN —




Genel bilgiler

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kitinin, in vitro tani kullanimina yonelik olmasi amaclanmigtir.

Kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kiti
Ornek materyali Solunum érnekleri ve Grogenital érnekler
Protokol adi Complex200_V6_DSP

Varsayilan Analiz Kontrol Seti ACS_Complex200_V6_DSP_default_IC
Duizenlenebilir ElGat hacmi: 60 pl, 85 pl, 110 pl

Gereken yazilim versiyonu Versiyon 4.0 veya Usti

"Sample" (Ornek) cekmecesi

Solunum &rnekleri (BAL, kurutulmus sirintller, tasima ortami, aspiratlar, tikurik) ve

Ornek tipi > o -
Urogenital 6rnekler (idrar, tagsima ortami)

Ornek hacmi Kullanilan érnek tlipu tiirine bagh olarak; daha fazla bilgi igin
www.giagen.com/goto/dsphandbooks adresine bakin

Primer 6rnek tupleri Daha fazla bilgi igin www.giagen.com/goto/dsphandbooks adresine bakin

Sekonder 6rnek tupleri  Daha fazla bilgi igin www.qiagen.com/goto/dsphandbooks adresine bakin

insertler Kullanilan érnek tlipu tiirine bagh olarak; daha fazla bilgi igin
www.giagen.com/goto/dsphandbooks adresine bakin

Diger Tasiyici RNA-Tampon AVE karigimi gereklidir; dahili kontrol kullanimi istege baglidir

"Reagents and Consumables" (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri)
cekmecesi

Pozisyon Al velveya A2 Reaktif kartugu (Reagent cartridge, RC)
Pozisyon B1 Buffer (Tampon) ATL (ATL)

Ug aski tutucu 1-17 Tek kullanimlik filtre uglari, 200 pl

Ug aski tutucu 1-17 Tek kullanimlik filtre uglari, 1500 pl

Unite kutusu tutucu 1-4 Ornek hazirlik kartuslarini igeren (inite kutulari
Unite kutusu tutucu 1-4 8 Rod Kiliflari igeren Unite kutulari

"Waste" (Atik) cekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4 Bos tnite kutular
Atik torbasi tutucu Atik torbasi
Sivi atik sisesi tutucu Sivi atik sisesi
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"Eluate" (ElUat) cekmecesi

i & P Daha fazla bilgi igin
Eliisyon askisi (yuva 1, sogutma pozisyonu >
kulla¥ulmasm| ii(r):eririz) 9 P v www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks adresine bakin

Gerekli plastik gerecler

Bir grup, iki grup, Ug grup,
24 drnek* 48 drnek* 72 6rnek* Dort grup, 96 6rnek*
Tek kullanimlik filtre 34 60 86 112
uglari, 200 pIt*
Tek kullanimlik filtre 123 205 295 385
uglari, 1500 pl™
Ornek hazirlama 18 36 54 72
kartuslari®
8-Rod Kiliflari" 3 6 9 12

*

Grup basina birden fazla dahili kontrol kullaniimasi ve birden fazla envanter taramasi yapilmasi, ilave tek kullanimlik filtre
uclari gerektirir. Grup basina 24'ten az 6rnek kullaniimasi, ¢alisma basina gereken tek kullanimlik ug sayisini azaltir.

Ug askisi basina 32 filtre ucu mevcuttur.

Gereken filtre ucu sayisina reaktif kartusu basina 1 envanter taramasi igin filtre uglari dahildir.

Unite kutusu bagina 28 érmek hazirlama kartusu vardir.

Unite kutusu basina on iki 8 Rod Kilifi vardir.

- o H =+

Not: Verilen filtre ucu sayisi ayarlara bagh olarak dokunmatik ekranda gosterilen rakamlardan
farkli olabilir, 6rnegin grup basina kullanilan dahili kontrol sayisi.

Secili eliisyon hacmi

Secili elisyon hacmi (ul)* Baslangig eliisyon hacmi (ul)t
60 90
85 115
110 140

* Dokunmatik ekranda segilen eliisyon hacmi. Bu son ellisyon tiipinde minimum erisilebilir elGat hacmidir.
T Eliisyon soliisyonunun baslangig hacmi, gergek elliat hacminin segili hacimle ayni olmasini saglamak igin gereklidir.
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Dahili kontrol-tasiyict RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE)
karisimlarinin hazirlanmasi

Secili elisyon Stok tagiyici RNA Dabhili kontrol Tampon AVE (AVE) Ornek bagina nihai
hacmi (ul) (CARRIER) hacmi (ul) hacmi (pl)* hacmi (pl) hacim (ul)

60 3 9 108 120

85 3 11,5 105,5 120

110 3 14 103 120

* Dahili kontrol miktari hesaplamasi baslangig elisyon hacimlerini temel alir. Ek bosluk hacmi, kullanilan 6rnek tipd tiriine
gore degisiklik gosterir; daha fazla bilgi igin www.giagen.com/goto/dsphandbooks adresine bakin.

Not: Tabloda gosterilen degerler, 0,1 pl dahili kontrol/ul eliiat gerektiren asagi dogru test izleme
icin dahili kontrol-tasiyici RNA (CARRIER) karisimi hazirlamaya yoneliktir.

Dahili kontrol-tasiyici RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karigimlari iceren tipler bir tip
tasiyiciya yerlestirilir. Dahili  kontrol-tasiyicic  RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE)
karisimini/karisimlarini igeren tip tasiyici, 6rnek gekmecesinde yuva A igine yerlestiriimelidir.

islenecek olan érneklerin sayisina bagl olarak, dahili kontroliin seyreltimesi igin, asagidaki
tabloda tanimlandidi sekilde, 2 ml'lik tipler (Sarstedt, kat. no. 72.693 ya da 72.694) veya 14 ml
17 x 100 mm polistiren, yuvarlak tabanl tlpler (Becton Dickinson, kat. no. 352051) kullaniimasi
onerilir. Hacim, 2 ya da daha fazla ttipe bélinebilir.
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Dabhili kontrol karisiminin hacmini hesaplama

QIAsymphony Tiip basina dahili kontrol-tasiyici RNA
dokunmatik (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karigsiminin
Tup tipi ekraninda isim hacminin hesaplanmasi
Kapakli 2 ml mikrotiip; 2 ml mikrotip, PP, SAR#72.694 "
ETEKLI, (Sarstedt, kat. no. 72.694) T2.0 ScrewSkirt (N x 120 ) + 360 pl
Kapakh 2 ml mikrotlip; 2 ml mikrottip, PP, SAR#72.693 i
ETEKSIZ, (Sarstedt, kat. no. 72.693) T2.0 Screw i T2 = S
14 ml, 17 x 100 mm polistiren yuvarlak
tabanl tip (Becton Dickinson, kat.no. F |BD#|§F?210751100 (n x 120 ply + 600 pif
352051) acon x

*

Gerekli dahili kontrol karigimi hacmini hesaplamak igin bu denklemi kullanin (n = érnek sayisi; 120 pl = dahili kontrol—
tastyict RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karigimi hacmi; 360 ul = her bir tip igin gerekli bogluk hacmi). Ornegin,
12 ornek igin (n = 12): (12 x 120 pl) + 360 ul = 1800 pl. Tipl 1,9 mi'den fazla doldurmayin (6rn., tip basina maksimum
12 6rnek). 12'den fazla érnegin islenecegdi durumda, tlip basina bosluk hacminin eklendiginden emin olarak ilave tiipler
kullanin.

Gerekli dahili kontrol-tasiyici RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karisimi hacmini hesaplamak icin bu denklemi
kullanin (n = érnek sayisi; 120 pl = dahili kontrol-tasiyici RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karisimi hacmi;

600 ul = her bir tiip igin gerekli bogluk hacmi). Ornegin, 96 érnek igin (n = 96): (96 x 120 pl) + 600 ul = 12120 wl.

-+

Gerekli pargalar igin www.giagen.com/goto/dsphandbooks adresine bakin.

FIX laboratuvar gereclerinin kullaniimasi

Ornek aktarimi igin sivi seviyesi saptama (liquid-level detection, LLD) kullaniimasi, primer ve
sekonder tiplerin kullanimina olanak saglar. Fakat bu, ilgili tlplerde belirli 61G hacimler gerektirir.
Olii hacmi minimize etmek igin sekonder tiipler sivi seviyesi saptamasiz kullanilmalidir.
QlAsymphony SP dokunmatik ekranindan da secilebilecek olan 6zel FIX laboratuvar geregleri
mevcuttur (6rn., SAR_FIX_#72,694 T2.0 ScrewSkirt). Bu tip/aski tirl aspirasyon sinirlamalari
getirir. Ornek, aktarilacak olan érnegin hacmiyle tanimlanan tiipte belirli bir yiikseklikte aspire
edilir. Bu nedenle laboratuvar gerecleri listesinde verilen hacmin kullanildigindan emin olunmasi
sarttir. Laboratuvar gerecleri listeleri www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks adresinden
indirilebilir.

Sivi seviyesi saptama ile birlikte veya sivi seviyesi saptamasiz kullanilacak 6rnek tiiplerinin ve
gerekli 6rnek hacimlerinin listesi ayrica www.giagen.com/goto/dsphandbooks adresinde
mevcuttur. Ornek hazirlama sirasinda hatalara yol agabilecegi icin gerekli hacimden daha yiiksek
ya da daha dusik hacimler kullanmayin.

Sivi seviyesi saptamaya yonelik tlpler ve sivi seviyesi saptamaya yonelik olmayan tupler, bir
grup/calisma iginde islenebilir.
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http://www.qiagen.com/goto/dsphandbooks

Ornek materyalinin hazirlanmasi

Kimyasallarla galisirken, daima uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu
gOzlik kullanin. Daha fazla bilgi igin, Uriin tedarikgisinden elde edilebilecek uygun malzeme

glvenlik veri sayfalarina (material safety data sheets, MSDS'ler) bagvurun.

idrar

idrar, ilave bir 6n muamele olmadan islenebilir. Ornegdi 2 ml Sarstedt tiipiine (kat. no. 72.693 ya
da 72.694) aktarin ve 0Ornegdi tlp tasiyicisina yerlestirin. Alternatif olarak, primer tlpler
kullanilabilir. Gerekli mimimum baslangi¢c hacmi, kullanilan primer tipe bagh olarak degisebilir.
Her bir protokol igin gerekli minimum baslangigc hacmi dahil olmak Uzere uyumlu primer ve
sekonder tiup formatlari listesi www.giagen.com/goto/dsphandbooks adresinde mevcuttur.
Sistem, koruyucu madde icermeyen saf idrar 6rnekleri igin optimize edilmistir. Bakteriyel
patojenler igin hassasiyeti artirmak amaciyla érnekler santrifijlenebilir. Ust fazi attiktan sonra,
pellet en az 300 pl Tampon ATL (ATL) (kat. no. 939016) icinde tekrar siispansiyon haline
getirilebilir. 220 pl drnegdi 2 ml Sarstedt tiipiine (kat. no. 72.693 ya da 72.694) aktarin. Ornegi tiip
tastyiciya yerlestirin ve Complex200_V6_DSP protokoli ve gerekli FIX laboratuvar gereglerini
kullanarak igleyin.

Genomik DNA'nin Gram-pozitif bakterilerden izolasyonu

DNA saflastirma islemi, bazi Gram-pozitif bakteriler i¢in, rnegi QIAsymphony SP'ye aktarmadan

ve Complex200_V6_DSP protokoliinii baglatmadan 6nce enzimatik 6n muamele ile geligtirilebilir.

1.  Bakterileri 5000 x g'de 10 dakika santriflijleyerek pellet haline getirin.

2. Bakteriyel pelleti, 300 pl uygun enzim solisyonunda (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA,
%1,2 Triton X-100 icinde 20 mg/ml lizozim ya da 200 pg/ml lizostafin) bekletin.

3. 37°C'de en az 30 dakika (+2 dakika) inklibe edin.
4.  Kapagin igindeki damlalari gidermek igin tlpu kisa stire santrifiijleyin.

5.  Ornegi 2 ml Sarstedt tiipiine (kat. no. 72.693 ya da 72.694) aktarin, érnegi tip tasiyicisina
yerlestirin ve gerekli FIX laboratuvar gereclerini kullanarak Complex200_V6_DSP protokolu
ve ile devam edin.
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Viskdz ya da miikoz érnekler

Bazi o6rnekler (6rn., tikiruk, solunum aspiratlari) viskdz olabilir ve pipetlemeyi saglamak igin
sivilagtirma gerektirir. DUstk viskoziteli drnekler ek hazirlik gerektirmezler. Orta ile ylksek arasi

viskoziteye sahip drnekler su sekilde hazirlanmalidir:

1.  1:1 6rnegi Sputasol*™ (Oxoid, kat. no. SR0233) ya da %0,3 (a/h) DTT ile seyreltin.

Not: %0,3 (a/h) DTT sollisyonu dnceden hazirlanabilir ve —20°C'de alikotlar halinde
saklanabilir. Cozdlrtlmus alikotlari kullandiktan sonra atin.

2. Ornek viskozitesi pipetleme icin uygun hale gelinceye kadar 37°C'de inkiibe edin.

3. Ornegin en az 300 wl'lik kismini 2 ml Sarstedt tiiptine (kat. no. 72.693 ya da 72.694) aktarin.
Ornegi Complex200_V6_DSP protokolii ile isleyin.

Kurutulmus vicut sivisi ve sekresyon suruntuleri

1.  Kurutulmus sirlntl ucunu 550 yl Tampon ATL (ATL) (kat. no. 939016) igerisine batirin ve
56°C'de 15 dakika (+ 1 dakika) surekli karigtirarak inkiibe edin. Karigtirmanin mimkin

olmadigi durumda, inkiibasyondan énce ve sonra en az 10 saniye vorteksleyin.
2. Surlntlyu temizleyin ve surintiyd tipln i¢ kismina dogru bastirarak tim siviyi gikarin.

3. Ornegin en az 300 pl'lik kismini 2 ml Sarstedt tiipiine (kat. no. 72.693 ya da 72.694) aktarin.
Ornegi Complex200_V6_DSP protokolii ile isleyin.

Not: Bu protokol, pamuk veya polietilen strintiler igin optimize edilmistir. Diger surintileri
kullanirken, drnek materyali olarak en az 300 pl'nin kullanilabilmesini saglamak igin
Tampon ATL (ATL) hacmini ayarlamak gerekli olabilir.

Solunum sirintileri ya da trogenital surtntiler

Solunum surintileri ya da Grogenital sirintller igin depolama ortamlari, 6n muamele olmadan
kullanilabilir. Surintt gideriimediyse, siviyl ¢ikarmak igin suruntiyd tupln kenarina dogru
bastirin. Numunede bulunan herhangi bir fazla mukus, bu kez sirintl Gizerinde toplanarak
cikariimalidir. Daha sonra, mukus ve slruntiden kaynaklanan bitin kalinti sivilar strintiyd
tipln kenarina dogru bastirma yoluyla gikarilmalidir. Son olarak, siriinti ve mukus ¢ikariimali
ve atiimalidir. Orneklerin viskéz oldugu durumda, érnedi QlAsymphony SP'ye aktarmadan énce
sivilastirma adimi uygulayin (yukaridaki "Viskdz ya da miikéz 6rnekler" kismina bakin). Eger
yeterli baslangi¢ materyali yoksa, gerekli minimum baslangi¢ hacmini ayarlamak igin tagima besi

* Sputasol (Oxoid, kat. no. SR0233, www.oxoid.com) ya da ditiyotretol (DTT).
T Bu, saglayicilarin tam bir listesi degildir.
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yerine Tampon ATL (ATL) pipetleyin ve érnegi tipte 15-30 saniye vorteksleyin (tasima besi yeri
sirlintilyll igeriyorsa, bu adimi siiriintiiyii gidermeden énce uygulayin). Ornegdi 2 ml Sarstedt
tiplne (kat. no. 72.693 ya da 72.694) aktarin ve 6rnegi tip tasiyicisina yerlestirin. Alternatif
olarak, primer tipler kullanilabilir. Gerekli mimimum baslangig¢ hacmi, kullanilan primer tipe bagh
olarak degisebilir. Her bir protokol igin gerekli minimum baslangi¢ hacmi dahil olmak tizere uyumiu
primer ve sekonder tiiplerin listesi www.giagen.com/goto/dsphandbooks adresinde mevcuttur.

Revizyon gecmisgi

Belge Revizyon Gegmisi
R2 12/2017 | QIAsymphony Yazihmi versiyon 5.0

Guncel lisanslama bilgisi ve riine 6zel ret beyanlari igin ilgili QLAGEN® kiti el kitabi veya kullanici
el kitabina bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com adresinde
bulunabilir veya QIAGEN Technical Services veya yerel distribiitériiniizden istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group). Bu belgede gegen kayitli isimler, ticari markalar, vb. agikga bu sekilde belirtimemis olsa
bile yasalar tarafindan korunmaktadir.
12/2017 HB-0301-S26-002 © 2017 QIAGEN, tim haklari saklidir.
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