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Allman information
QIlAsymphony DSP DNAkit ar avsett for in vitro-diagnostik.

Beroende p& provtypen rekommenderar vi anvandningen av antingen protokollet for lagt innehall
(low content, LC) eller protokollet fér hégt innehéll (high content, HC). Odlade celler och
bakteriekulturer ger mer DNA nér de bearbetas med protokollet for hégt innehdll, men protokollet
for lagt innehdll kan anvéndas i kombination med en liten elueringsvolym (50 pl) om det kréivs en

hég DNA-koncentration.

QlAsymphony DSP DNA  Mini Kit, i kombination med Tissue_LC_200_V7_DSP- och
Tissue_HC_200_V7_DSP-protokoll (anvéndarvaliderat fér QlAsymphony DSP DNA Mini Kit) fér
rening av totalDNA frén odlade celler och bakteriekulturer, @r avsett for tillémpningar inom
molekylérbiologi. Produkten &r inte avsedd fér diagnos, férebyggande eller behandling av en

sjukdom.

Obs! Det &r anvéndarens ansvar att validera prestandan genom att anvénda denna kombination

for alla procedurer som anvénds i laboratoriet.

Protokoll for légt innehdll

Kit QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalognr 937236)

Provmaterial Odlade celler och bakteriekulturer
Rekommenderade maxstorlekar fér prover:
For cellkultur, 5 x 10¢ celler

For bakterier, 1 x 10° celler

Protokollnamn Tissue_LC_200_V7_DSP

Forvald analyskontrolluppséttning ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
Elveringsvolym 50 pl, 100 pl, 200 pl eller 400 pl
Nodvéndig programversion Version 4.0 eller senare
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Protokollet for hogt innehall

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (katalognr 937236)

Provmaterial Odlade celler och bakteriekulturer
Rekommenderade maxstorlekar for prover:
Fér cellkultur, 1 x 107 celler

For bakterier, 4 x 10° celler

Protokollnamn Tissue_HC_200_V7_DSP
Forvald analyskontrolluppséttning ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
Elueringsvolym 100 pl, 200 pl eller 400 pl
Nédvéndig programversion Version 4.0 eller senare

Material som behdvs men inte medféljer

For alla provtyper

® For aft minimera RNA-innehdll: RNase A (stamldsning p& 100 mg/ml) (katalognr 19101)
Fér gramnegativa bakterier

e ATl-buffert (katalognr 19076)

Fér grampositiva bakterier

e Pl-buffert (katalognr 19051)
® Llysozym (stamlésning p& 100 mg/ml)

For odlade celler

e Pl-buffert (katalognr 19051)
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Ladan “Sample” (Prov)

Provtyp Odlade celler och bakteriekulturer

Provinmatningsvolym 220 pl (krévs per prov enligt protokollet)*

Bearbetad provvolym 200 pl

Primdra provror Ej relevant

Sekundéra provrér Se www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks for mer
information.

Insatser Beror p& vilken typ av provrér som anvénds. Fér mer

information, se www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

* For bade protokoll fér hégt och lagt innehdll kommer systemet inte att kénna igen om provvolymen &r mindre &n 220 pl
eftersom provéverféringen genomférs utan avkénning av vétskenivén. Sakerstéll darfér att provets inmatningsvolym &r
220 pl.

n/a = ej relevant.

Ladan “Reagents and Consumables” (Reagens och forbrukningsmaterial)

Position A1 och/eller A2 Reagenskassett

Position B1 Ej relevant

Spetsrackhallare 1-17 Engéngsfilterspetsar, 200 pl eller 1 500 pl

Hallare for enhetslador 1-4 Enhetsl&dor som innehéller provprepareringskassetter eller
8-stavsskydd

n/a = ej relevant.

Ladan “Waste” (Avfall)

Hallare for enhetslador 1-4 Tomma enhetslédor
Avfdllspashallare Avfallspése
Hallare fér flaska for flytande avfall Tom flaska fér flytande avfall

Ladan “Eluate” (Eluat)

Elveringsstill (vi rekommenderar att uttag 1, Se www.qiagen.com/goto/dsphandbooks f5r mer information.
kylpositionen, anvénds)
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Erforderliga plastartiklar

En batch, Tva batcher, Tre batcher, Fyra batcher,
Plastartiklar 24 prover* 48 prover* 72 prover* 96 prover*
Engéngs- 26 50 74 98
filtlerspetsar, 200 plt*
Engdngs- 72 136 200 264
filterspetsar,
1500 plt
Provbered kassetter® 21 42 63 84
8-stavsskydd 1 3 6 9 12

* Om fdrre &n 24 prover per batch anvénds krévs det férre engéngsfilterspetsar per kérning.
 Det finns 32 filterspetsar/filterspetsstall.

# Antalet filterspetsar som krévs inbegriper filterspetsar fér 1 inventarieskanning per reagenskassett.
§ Det finns 28 provberedningskassetter/enhetsléda.

1 Det finns tolv 8-stavsskydd/enhetsléda.

Obs! Beroende pé instéllningarna kan antalet givna filterspetsar skilja sig fran de siffror som visas

pd pekskarmen. Vi rekommenderar att det maximala antalet spetsar laddas.
Elueringsvolym

Elueringsvolymen véljs p& pekskérmen. Beroende pd& provtyp och DNA-innehdll kan den slutliga
eluatvolymen variera med upp till 15 pl mindre én den valda volymen. Eftersom eluatvolymen kan
variera rekommenderar vi att du kontrollerar den faktiska eluatvolymen vid anvéndning av eft
automatiserat analysinstdllningssystem som inte verifierar eluatvolymen innan &verféringen.
Eluering i lagre volymer 6kar den slutliga DNA-koncentrationen, men reducerar mangden négot.
Vi rekommenderar att du anvdnder en elueringsvolym som &r lamplig fér den avsedda

nedstrémstillampningen.
Forberedelse av provmaterial

Anvénd alltid lamplig laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i fillampliga sékerhetsdatablad (SDS) som kan erhéllas frén

produktleverantdren.
Viktigt moment fare start
® QlAsymphony-magnetpartiklar renar b&de RNA och DNA samtidigt om béda finns i provet.

For att minimera RNA-innehdll i provet kan du tillsatta RNase A i provet under det steg som

anges i respektive férbehandlingsprotokoll.
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Saker som ska utféras fére start

e Om du anvdnder ATl-buffert ska du kontrollera att den inte innehdller vit utfélining. Inkubera

vid behov i 30 minuter vid 37 °C med skakning d& och d& for att [6sa upp utféllning.

e Stdll in en ThermoMixer®eller skakinkubator pé& den temperatur som krévs for respektive

forbehandling. *
Odlade celler

B&de farska och frysta odlade celler kan anvdndas. Vi rekommenderar anvéndning av protokollet
for hagt innehall fér upp till T x 107 celler. Protokollet for lagt innehdll kommer att leda fill lagre
DNA-méangder och rekommenderas endast i kombination med en liten elueringsvolym (50 pl) om
en hdg DNAkoncentration kravs. Frysta cellpellets bor dtersuspenderas i Pl-buffert enligt

beskrivning i férbehandlingsprotokollet.
Forbehandlingsprotokoll for odlade celler

e Centrifugera hogst 1 x 107 celler vid 300 x g i 5 minuter vid rumstemperatur (15-25 °C).

Avlégsna och kassera supernatanten och var férsiktig sé att du inte stor cellpelleten.

Obs! Cellpelleten kan lagras vid =20 °C eller =70 °C f&r framtida anvédndning, eller s& kan

den anvandas direkt.

e Atersuspendera pelleten i 220 pl P1-buffert och éverfér provet fill eft 2 ml mikrocentrifugrér
(medfsljer ej).

e Tillsatt 20 pl proteinas K och blanda genom att knacka létt pé& provréret.
Obs! Anvénd proteinas K fran enzymstdllet i QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

® Placera réret i en ThermoMixer eller en skakinkubator och inkubera vid 56 °C med
skakningar p& 900 rpm i 30 minuter till 2 timmar.
Obs! Lyseringstiden beror p& celltyp och cellantal. Om lyseringen é&r ofullstéindig efter 2
timmar, vilket indikeras genom férekomsten av olésligt material eller kraftigt viskdsa lysat, kan
lyseringstiden forlangas eller oldsligt material avlégsnas med centrifugering s& som beskrivs i

steg 6. Lysering 6ver natten @r mojlig och péverkar inte preparatet.

e For aft minimera RNA-innehdll i provet tillsétter du 4 pl RNase A (100 mg/ml) och inkuberar i

2 minuter vid rumstemperatur (15-25 °C) innan du fortsétter med steg 6.

o Overfor forsiktigt 220 pl av lysatet il provrér som &r kompatibla med provbéraren fér
QlAsymphony SP.

* Forvissa dig om att instrumenten har kontrollerats, underhéllits och kalibrerats regelbundet enligt tillverkarens anvisningar.
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Obs! Om lysat innehéller ej digererat material centrifugerar du vid full hastighet i 2 minuter
vid rumstemperatur innan supernatanten &verférs till provrér. Det finns en fullstéindig lista dver
kompatibla provrér p& www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks. Vi rekommenderar att man
anvander 2 ml ror (t.ex. Sarstedt® katalognr 72.693 eller 72.608).

Bakterier

Bade farska och frysta bakteriekulturer kan anvandas. Vi rekommenderar anvéndning av
protokollet fér hégt innehall for upp till 4 x 10° celler. Protokollet fér lagt innehdll kommer att leda
till lagre DNA-méngder och rekommenderas endast i kombination med en liten elueringsvolym
(50 pl) om en hég DNA-koncentration krévs. Bakterietillvixt méts oftast via bakteriekulturens
optiska densitet (OD) med hjélp av en spektrofotometer. OD-avlasningarna beror dock till stor del
p& vilken typ av spekirofotometer som anvdnts och vilken bakterieart som undersdkts. Vi
rekommenderar dérfér att man kalibrerar spektrofotometern genom att korrelera uppmétta OD
med antal bakterieceller. Frysta pellets bér dtersuspenderas i P1-buffert (grampositiva bakterier)

eller ATL-buffert (gramnegativa bakterier), enligt beskrivningen i forbehandlingsprotokollen.
Forbehandlingsprotokoll for gramnegativa bakterier

e Samla in hégst 4 x 10° celler genom centrifugering i 10 minuter vid 5 000 x g vid
rumstemperatur (15-25 °C). Avlagsna och kassera supernatanten och var forsiktig s& att du

infe stér bakteriepelleten.
Obs! Cellpelleten kan lagras vid =20 °C eller =70 °C fér framtida anvéndning, eller s& kan
den anvandas direkt.

e Atersuspendera bakteriepelleten i 220 pl ATL-buffert och éverfér provet il ett 2 ml
mikrocentrifugror (medféljer ej).

o Tillsatt 20 pl proteinas K och blanda genom att knacka létt pé provroret.
Obs! Anvénd proteinas K frén enzymstdllet i QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

® Placera réret i en ThermoMixer eller en skakinkubator och inkubera vid 56 °C med
skakningar p& 900 rpm i 30 minuter till 2 timmar.

Obs! Lyseringstiden beror p& celltyp och cellantal. Om lyseringen é&r ofullstéindig efter 2
timmar, vilket indikeras genom férekomsten av olésligt material eller kraftigt viskdsa lysat, kan
lyseringstiden forlangas eller oldsligt material avldgsnas med centrifugering s& som beskrivs
i steg 6.

® For att minimera RNA-innehall i provet tillsétter du 4 pl RNase A (100 mg/ml) och inkuberar

i 2 minuter vid rumstemperatur innan du fortsétter med steg 6.

o Overfor forsiktigt 220 pl av lysatet il provrér som ér kompatibla med provbéraren fér
QIAsymphony SP.
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Obs! Om lysat innehéller ej digererat material centrifugerar du vid full hastighet i 2 minuter
vid rumstemperatur innan supernatanten &verférs till provrér. Det finns en fullstéindig lista dver
kompatibla provrér pd www.qiagen.com/goto/dsphandbooks. Vi rekommenderar att man
anvander 2 ml ror (t.ex. Sarstedt katalognr 72.693 eller 72.608).

Férbehandlingsprotokoll for grampositiva bakterier

Samla in hégst 4 x 107 celler genom centrifugering i 10 minuter vid 5 000 x g vid
rumstemperatur (15-25 °C). Avlagsna och kassera supernatanten och var forsiktig s& att du

infe stdr bakteriepelleten.

Obs! Cellpelleten kan lagras vid =20 °C eller =70 °C fér framtida anvéndning, eller s& kan

den anvdndas direkt.

Atersuspendera bakteriepelleten i 200 pl P1-buffert och éverfér provet ill ett 2 ml

mikrocentrifugror (medféljer ej).
Tillsatt 20 pl lysozym (100 mg/ml) och blanda genom att knacka pé réret.

Placera réret i en ThermoMixer eller en skakinkubator och inkubera vid 37 °C med

skakningar p& 900 rpm i 30 minuter till 2 timmar.

Obs! Lyseringstiden beror pé& celltyp och cellantal.

Tillsatt 20 pl proteinas K och blanda genom att knacka latt p& provroret.

Obs! Anvand proteinas K fran enzymstdllet i QIAsymphony DSP DNA Mini Kit.

Inkubera vid 56 °C med skakningar p& 900 rpm i 30 minuter.

For att minimera RNA-innehdll i provet tillsétter du 4 pl RNase A (100 mg/ml) och inkuberar i

2 minuter vid rumstemperatur innan du fortsétter med steg 8.

Overfor forsiktigt 220 pl av lysatet till provrér som &r kompatibla med provbararen fér
QlAsymphony SP.

Obs! Om lysat innehéller ej digererat material centrifugerar du vid full hastighet i 2 minuter
vid rumstemperatur innan supernatanten &verférs till provrér. Det finns en fullstéindig lista dver
kompatibla provrér pd www.qiagen.com/goto/dsphandbooks. Vi rekommenderar att man
anvander 2 ml ror (t.ex. Sarstedt katalognr 72.693 eller 72.608).
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Revisionshistorik

Dokumentrevisioner

R2 12/2017 | Uppdatering for QIAsymphony Software version 5.0

Uppdaterad licensinformation och produkispecifika friskrivningsklausuler: se respektive QIAGEN®-
kithandbok eller anvéndarhandbok. QIAGEN-kithandbécker och anvéndarhandbécker finns aft
tillgé p& www.qiagen.com eller kan bestdllas fran QIAGEN:s tekniska serviceavdelning eller frén

lokal &terforsaljare.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Sarsted(® (Sarstedt AG and Co.); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Registrerade namn, varumérken, etc. som anvéinds i detta dokument, éven

om de inte angetts som s&dana, ska inte anses som oskyddade i lag.
12/2017 HB-0977-509-002 © 2017 QIAGEN, med ensamrdtt.
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