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Complex800_OBL_V4_DSP-protokoll

Dette dokumentet er Complex800_OBL_V4_DSP QIAsymphony SP protokollark, R2, for QlAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi Kit, versjon 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




Generell informasjon

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit er beregnet for bruk i in vitro-diagnostikk.

Sett QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit
Provemateriale Respiratoriske og urogenitale prever
Protokollnavn Complex800_OBL_V4_DSP

Standard analysekontrollsett ACS_Complex800_OBL_V4_DSP
Redigerbar Elueringsvolum: 60 pl, 85 pl, 110 pl
Ngdvendig programvareversjon Versjon 4.0 eller hoyere

Skuffen "Sample" (Prove)

Respiratoriske praver (BAL, terkede pinner, transportmedier, aspirater, spytt) og urogenitale praver

Prove
fype (urin, transportmedier)

Provevolum Avhenger av typen preverar som brukes. Mer informasjon finnes pd
www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Primeere proversr  Mer informasjon finnes p& www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Sekundzere Mer informasjon finnes pd www.qiagen.com/goto/dsphandbooks.
proveror
Innlegg Avhenger av typen proverar som brukes. Mer informasjon finnes pa

www.giagen.com/goto/dsphandbooks
Annet Krever beaererRNA-buffer AVE-blanding; bruk av internkontroll er valgfritt

Skuffen "Reagents and Consumables" (Reagenser og forbruksmaterialer)

Posision Al og/eller A2 Reagenskassett (Reagent cartridge, RC)

Posisjon B1 ikke relevant

Spisstativholder 1-17 Engangsfilterspisser, 200 pl

Spisstativholder 1-17 Engangsfilterspisser, 1500 pl

Enhetsboksholder 1-4 Enhetsbokser som inneholder praveklargjgringskassetter
Enhetsboksholder 1-4 Enhetsbokser som inneholder 8-stangdeksler

n/a = ikke relevant.

Skuffen "Waste" (Avfall)

Enhetsboksholder 1-4 Tomme enhetsbokser
Avfallsposeholder Avfallspose
Holder for vaeskeavfallsflaske Vaeskeavfallsflaske
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Skuffen "Eluate" (Eluat)

Elusjonsstativ (vi anbefaler bruk av apning 1, Mer inf?rmus]on finnes pa
nedkjelingsposisjon) www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Nedvendige plastdeler

Ett parti, To partier, Tre partier, Fire partier,

24 prover* 48 prover* 72 prover* 96 prover*
Engangsfilterspisser, 96 96 128 128
200 plt
Engangsfilterspisser, 128 192 224 288
1500 plt*
Proveklargjeringskassetter® 18 36 54 72
8-stangdeksler? 3 6 9 12

*

Utfering av mer enn én inventarskanning krever ekstra engangsfilterspisser. Bruk av mindre enn 24 prever per parti
reduserer antallet engangsspisser som kreves per kjering.

Det er 32 filterspisser/spisstativ.

Antall p&krevde filterspisser omfatter filterspisser for 1 beholdningskanning per reagenskassett.

Det er 28 proveklargjeringskassetter/enhetseske.

Det er tolv 8-stangdeksler/enhetseske.

FE—

- w

Merk: Antall angitte filterspisser kan avvike fra antallene vist p& bereringsskjermen avhengig av

innstillinger, f.eks. antall internkontroller som brukes per parti.

Valgt elueringsvolum

Valgt elueringsvolum (pl)* Innledende elueringsvolum (pl)t
60 90
85 115
110 140

* Elueringsvolumet valgt pd beraringsskjermen. Dette er minimumsvolumet av tilgjengelig eluat i det endelige elueringsreret.
' Det innledende volumet av elueringslasning som kreves for & sikre at det faktiske eluatvolumet er det samme som det valgte
volumet.
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Klargjering av intern kontrollbaerer-RNA (CARRIER)-Buffer AVE (AVE)-
blanding

Valgt Volumstamme barer-  Voluminternkontroll ~ Volumbuffer AVE  Endelig volum per prove
elueringsvolum (pl) RNA (BARER) (pl) (ph)* (AVE) (pl) (pl)
60 3 9 108 120
85 8 11,5 105,5 120
110 3 14 103 120

* Beregningen av mengden internkontroll er basert pa de innledende elueringsvolumene. Yterligere tomvolum avhenger av
typen prevergr som brukes. Mer informasjon finnes p& www.qiagen.com/goto/dsphandbooks.
Merk: Verdiene i tabellen er for klargjering av internkontroll-baerer-RNA (BARER)-blanding for en

nedstremsanalyse som krever O,1 pl internkontroll/pl eluat.
Ekstern lysering

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med kjemikalier Se
gjeldende HMS-datablad (material safety data sheets, MSDS) som leveres av leveranderen av

produktet dersom du @nsker mer informasjon.

QlAsymphonys komplekse protokoller bestar av 4 trinn: lyser, bind, vaske, eluer. For noen praver
er det nyttig & utfere lysering manuelt, for eksempel for inaktivering av patogener i et
biosikkerhetsskap. Complex800_OBL_V4_DSP-protokollen muliggjer manuell lysering som skal
utferes pé en lignende mate som for Complex800_Vé_DSP-protokollen. Forhdndsbehandlede
prever overfgres til QlAsymphony SP og behandles med Complex800_OBL_V4_DSP-protokollen.

Merk: Complex800_OBL_V4_DSP-protokollen krever buffer ACL og buffer ATL (ATL). Buffer ACL
(kat.nr. 939017) og buffer ATL (ATL) (kat.nr. 939016) er ikke del av QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Midi Kit og mé& bestilles separat.

Manuell lysering

1. Pipetter 80 pl proteinase K, 295 pl buffer ATL (ATL), 120 pl beerer-RNA-internkontrollblanding
og 560 pl buffer ACL i et 4,5 ml rer (Nunc kryorgr 12,5 x 92 mm, 4,5 ml polypropylenrer,
Nunc kat.nr. 363452).

Merk: Nér mer enn én preve skal behandles med manvell lysering, kan en stamlasning av
denne lzsningen klargjeres. Multipliser volumene som kreves for én prave med det totale
antallet prever som skal behandles, og inkluder ytterligere volum til ekvivalenten av 2 ekstra
prever. Vend reret flere ganger for & blande, overfer 1055 pl til et 4,5 ml rer for hver

prove, og fortsett deretter for hver preve med trinn 4.
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Lukk lokket og bland ved & vende reret 5 ganger.
Sentrifuger raret kort for & fierne dréper fra innsiden av lokket.
Tilfer 800 pl preve til raret, lukk lokket og bland grundig med puls-vorteks i 10 sekunder.

Inkuber reret ved 68 °C i 15 minutter (£ 1 minutt).

S

Sentrifuger raret kort for & fierne drdper fra innsiden av lokket. Plasser innleggene for de

relevante praverarene i en rerholder og last inn pravergrene (uten lokk).
Klargjering av prevematerialer
Urin

Urin kan behandles uten videre forh&ndsbehandling. Systemet er optimalisert for rene urinpraver
som ikke inneholder konserveringsmidler. For & oke sensitiviteten for bakterielle patogener kan
prover sentrifugeres. Nar supernatanten er forkastet, kan pelleten resuspenderes i minst 800 pl
buffer ATL (ATL) (kat.nr. 939016). Bruk 800 pl av det forh&ndsbehandlede materialet som prave

for klargjering av den eksterne lyseringen.
Isolering av genomisk DNA fra grampositive bakterier

DNA-rensing kan klargjgres for visse grampositive bakterier ved enzymatisk forhdndsbehandling

for proven overfares til QIAsymphony SP og Complex800_OBL_V4_DSP-protokollen startes.

1. Pelleter bakterier ved sentrifugering ved 5000 x g i 10 minutter.

2.  Suspender bakteriepelleten i 800 pl egnet enzymlasning (20 mg/ml lysozym eller 200 pg/ml
lysostafin; 20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA; 1,2% Triton X-100).

3. Inkuber ved 37 °C i minst 30 minutter (+ 2 minutter).
4.  Sentrifuger reret kort for & fierne dréper fra innsiden av lokket.

5. Bruk 800 pl av det forhéndsbehandlede materialet som prave for klargjering av den eksterne

lyseringen.
Viskase prover eller slimpraver
Noen prover (f.eks. spytt, respiratoriske aspirater) kan vaere viskase og kreve smelting for &

muliggjere pipettering. Lavviskositetspraver krever ikke ytterligere klargjering. Praver med middels

til hay viskositet ma klargjeres pé felgende mate:
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1. Fortynn preven 1:1 med sputasol*T (Oxoid, kat.nr. SR0233) eller 0,3 % ((vekt/volum)) DTT.
Merk: 0,3 % DTT-lzsning kan tillages péd forhénd og lagres ved -20 °C i egnede alikvoter.

En tinet alikvot ber kastes etter bruk.
2. Inkuberer ved 37 °C til praveviskositeten er egnet il pipettering.

3. Bruk 800 pl av det forhandsbehandlede materialet som preve for klargjering av den eksterne

lyseringen.
Terket kroppsvaeske og utsondringspinner

1. Neddykk den terkede vattpinnen i 1050 pl Buffer ATL (ATL) (kat.nr. 939016) og inkuber ved
56 °C i 15 minutter (+ 1 minutt), med kontinuerlig blanding. Hvis blanding ikke er mulig,

roter i minst 10 sekunder fer og etter inkubering.
2. Fjern pinnen og klem ut all vaesken ved & presse pinnen mot innsiden av reret.

3. Bruk 800 pl av det forh&ndsbehandlede materialet som preve for klargjering av den eksterne
lyseringen.
Merk: Denne protokollen er optimalisert for bomulls- eller polyetylenpinner. Nér andre
pinner brukes, kan det vaere nedvendig & justere volumet av buffer ATL (ATL) for & sikre at

minst 800 pl er tilgjengelig som prevemateriale.
Respiratoriske eller urogenitale pinner

Lagringsmedier for respiratoriske eller urogenitale pinner kan brukes uten forhdndsbehandling. Hvis
pinnen ikke har blitt fiernet, trykk vattpinnen mot innsiden av reret for & klemme ut vaesken.
Overskytende slim i preven ber fiernes né ved & samle det pd pinnen. Restvaeske fra slimet og
pinnen ber deretter klemmes ut ved & presse pinnen mot siden av reret. Til slutt ber pinnen og slimet
fiernes og kastes. Hvis praver er viskase, utfarer du et smeltetrinn (se "Viskase eller slimholdige
prover" ovenfor] for preven overfores til QlAsymphony SP. Hvis det ikke er tilstrekkelig
utgangsmateriale, skal du pipettere buffer ATL (ATL) til transportmediet for & justere det nedvendige
minste startvolumet og rotere praven i 15-30 sekunder i reret (hvis transportmediet inneholder
pinnen, skal du utfgre dette trinnet for du fjerner pinnen). Bruk 800 pl av materialet som prave for

klargjering av den eksterne lyseringen.

* Sputasol (Oxoid, kat.nr. SR0233, www.oxoid.com) eller ditiotreitol (DTT).
T Dette er ikke en fullstendig liste over leveranderer.
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Endringshistorikk

Endringshistorikk for dokument

R2 12/2017 | Oppdatering for QIAsymphony programvareversjon 5.0

For oppdatert lisensinformasjon og produkispesifikke ansvarsfraskrivelser, se den respektive
handboken eller bruksanvisningen for QIAGEN® Kit. Handbgker og bruksanvisninger for QIAGEN
Kits er tilgjengelige p& www.qiagen.com eller kan leveres fra QIAGENS tekniske tjenester eller den

lokale distributaren.

Varemerker: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN-gruppen). Registrerte navn, varemerker osv. som brukes i dette dokumentet skal ikke anses som ikke
-beskyttet ved lov selv nar de ikke er spesielt merket som s&édan. 12/2017 HB-0301-S31-002 © 2017 QIAGEN. Med enerett.
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