Prosinec 2017

List protokolu
QlIAsymphony® SP

Protokol Complex200_V6_DSP

Tento dokument predstavuije list protokolu Complex200_V6_DSP QlAsymphony SP, R2, pro sadu QlAsymphony DSP

Virus/Pathogen Mini Kit, verze 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




VSeobecné informace

Sada QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit je ur€ena pro diagnostické ucely in vitro.

Sada QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit
Material vzorku Respiraéni a urogenitalni vzorky

Néazev protokolu Complex200_V6_DSP

Vychozi kontrolni sada ACS_Complex200_V6_DSP_default_IC
Editovatelné Objem eluéatu: 60 pl, 85 pl, 110 pl
VyZadovana verze softwaru Verze 4.0 nebo vyssi

Zasuvka ,Sample” (Vzorek)

Respiraéni vzorky (BAL, suSené stéry, pfepravni média, aspiraty, sputum) a urogenitalni

Typ vzorku e oSS
vzorky (mo¢, pfepravni média)

Objem vzorku Zavisi na typu pozitych zkumavek na vzorky; dalsi informace ziskate na
www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Zkumavky priméarniho Dalsi informace viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks
vzorku

Zkumavky Dalsi informace viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks
sekundarniho vzorku

Vlozky Zavisi na typu pozitych zkumavek na vzorky; dal$i informace ziskate na
www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks

Jiné Nutna je smés nosi¢ové RNA a pufru AVE; pouZiti interni kontroly je volitelné

Zasuvka ,Reagents and Consumables® (Reagencie a spotiebni dily)

Poloha Al a/nebo A2 Zasobnik s reagenciemi (Reagent cartridge, RC)

Poloha B1 Pufr ATL (ATL)

Drzak se stojankem pro Spicky 1-17 Filtraéni Spicky k jednorazovému pouziti, 200 pl

Drzak se stojankem pro $picky 1-17 Filtracni $picky k jednorazovému pouZziti, 1500 pl

Drzék jednotkové krabice 1-4 Jednotkové krabice obsahujici zasobniky na pfipravu
vzorkd

Drzék jednotkové krabice 1-4 Jednotkové krabice obsahujici 8hrotové kryty

Zasuvka ,Waste" (Odpad)

Drzak jednotkové krabice 1-4 Prazdné jednotkové krabice
Drzak odpadnich sacku Odpadni sacek
Drzék nadoby na tekuty odpad Nadoba na tekuty odpad
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Zasuvka ,Eluate” (Eluat)

Eluéni stojanek (doporuéujeme pouzit chladici DalSi informace viz
pozici, slot 1) www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks

Pozadované plastove vybaveni

Jedna Sarze, Dvé Sarze, Tii 8arze, .
24 vzork(* 48 vzorku* 72 vzork(* Ctyfi Sarze, 96 vzorku*

Filtracni $picky k 34 60 86 112
jednorazovému pouZziti,
200 pl™*
Filtraéni Spicky k 123 205 295 385
jednorazovému pouZziti,
1500 pil'*
Zasobniky pro pfipravu 18 36 54 72
vzorku®
8hrotové kryty' 3 6 9 12

*

Uziti vice nez jedné interni kontroly na jednu sadu a provedeni vice nez jednoho inventarniho skenu vyZzaduje dodate¢né
jednorazové $picky s filtrem. Pouziti méné nez 24 vzorkd na $arzi sniZuje pocet Spicek k jednordzovému pouziti
pozadovanych na jeden cyklus.

Jeden stojanek na $picky obsahuje 32 Spicek s filtrem.

Pocet pozadovanych filtranich Spicek zahrnuje filtrani $picky pro 1 inventarni sken na kazetu s reagenciemi.

V jednotkové krabici je 28 kazet s preparaty vzorku.

V jednotkové krabici je dvanact 8hrotovych krytl.

- w #

Poznamka: Udavany pocet filtraénich Spicek se liSi od pocétu zobrazenému na dotykové

obrazovce v zavislosti na nastavenich, napf. pocet internich kontrol pouzitych na davku.

Zvoleny elucni objem

Zvoleny eluéni objem (ul)* Puavodni eluéni objem (ul)t
60 90
85 115
110 140

*

Eluéni objem se vybira na dotykové obrazovce. Toto je minimalni dosazitelné mnozstvi eluatu ve vysledné eluéni
zkumavce.

Puvodni objem elu¢niho roztoku je vyzadovan, aby bylo zaji$téno, Ze skuteény objem eluatu odpovida zvolenému
objemu.
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Pfiprava smési interni kontroly — nosiCové RNA (CARRIER) — pufru
AVE (AVE)

Objem zékladni
nosic¢ové RNA Objem interni Objem pufru AVE Koneény objem na
Zvoleny eluéni objem (ul) (CARRIER) (ul) kontroly (ul)* (AVE) (ul) vzorek (ul)
60 3 9 108 120
85 8 11,5 105,5 120
110 3 14 103 120
|

* Vypocet mnoZstvi interni kontroly se zaklada na vychozich eluénich objemech. Dodate¢ny mrtvy objem zavisi na typu
pouzité zkumavky na vzorek; dalsi informace viz www.qiagen.com/goto/dsphandbooks.

Poznamka: Hodnoty uvedené v tabulce jsou pro pfipravu smési interni kontroly — nosi¢ové RNA
(CARRIER) pro navazujici test, ktery vyZzaduje 0,1 ul interni kontroly/ul eluatu.

Zkumavky obsahujici smés interni kontroly, nosi¢ové RNA (CARRIER) a pufru AVE (AVE) jsou
umistény v nosici zkumavek. Nosi¢ zkumavek obsahujici smés(i) interni kontroly, nosic¢ové RNA
(CARRIER) a pufru AVE (AVE) musi byt umistén do drazky A zasuvky pro vzorky.

Podle poctu vzorkd, které se budou zpracovavat, doporu¢ujeme na fedéni interni kontroly pouzit
2 ml zkumavky (Sarstedt, kat. €. 72.693 nebo 72.694) nebo 14 ml, 17 x 100 mm polystyrénové
zkumavky s kulatym dnem (Becton Dickinson, kat. ¢. 352051), jak je uvedeno v tabulce nize.
Objem Ize rozdélit do 2 nebo vice zkumavek.
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VypocCet objemu smési interni kontroly

Nézev na dotykové Vypocet objemu smési interni kontroly —
obrazovce nosi¢ové RNA (CARRIER) — pufru AVE
Typ zkumavky QIAsymphony (AVE) na zkumavku
Mikrozkumavka 2 ml s vickem; SAR#72.694

mikrozkumavka 2 ml, PP, OLEMOVANA, (n x 120 pl) + 360 plI*

(Sarstedt, kat. &. 72.694) T2.0 ScrewSkirt

Mikrozkumavka 2 ml s vickem;

mikrozkumavka 2 ml, PP, NEOLEMOVANA, S‘I'AZRO#;irigvs (n x 120 pl) + 360 pI*
(Sarstedt, kat. €. 72.693) :

Zkumavka 14 ml, 17 x 100 mm, polystyrénova BD#352051

s kulatym dnem (Becton Dickinson,

(n x 120 ply + 600 pif
kat. &. 352051)

FalconPP 17x100

*

Tuto rovnici pouZzijte na vypocet pozadovaného objemu smési interni kontroly (n = poc¢et vzorku; 120 ul = objem smési
interni kontroly, nosi¢ové RNA (CARRIER) a pufru AVE (AVE); 360 pl = mrtvy objem na zkumavku). Napfiklad pro 12
vzorkd (n = 12): (12 x 120 pl) + 360 pl = 1800 pl. Do zkumavky neplrite vice nez 1,9 ml (tj. maximalné 12 vzork( na
zkumavku). Pokud se bude zpracovavat vice nez 12 vzorku, pouzijte dal$i zkumavky a dbejte na to, aby byl do kazdé
zkumavky pfidan mrtvy objem.

Tuto rovnici pouZzijte na vypocet pozadovaného objemu smeési interni kontroly, nosi¢ové RNA (CARRIER) a pufru AVE
(AVE) (n = pocet vzork(; 120 ul = objem smési interni kontroly, nosi¢ové RNA (CARRIER) a pufru AVE (AVE);

600 ul = mrtvy objem na zkumavku). Napfiklad pro 96 vzorku (n = 96): (96 x 120 ul) + 600 ul = 12120 pl.

-+

Pozadované viozky viz www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Pouziti laboratorniho vybaveni FIX

PFi pouziti detekce hladiny tekutiny (liquid-level detection, LLD) na pfenos vzorkd je mozno
pouzivat primarni (odbé&rové) a sekundarni zkumavky. V tom pfipadé v8ak musi byt v pfislusnych
zkumavkach urcité mrtvé objemy. K minimalizaci mrtvych objem( je nutno pouzit sekundarni
zkumavky bez detekce hladiny tekutiny. K dispozici je specifické laboratorni vybaveni FIX (napf.
SAR_FIX_#72.694 T2.0 ScrewsSkirt), které Ize zvolit i na dotykové obrazovce QIAsymphony SP.
Tento typ zkumavek/stojan(i pfinasi omezeni pro odsavani. Vzorek se odsava v dané vysce ve
zkumavce, ktera je definovana objemem prenasSeného vzorku. Proto se musi pouzit objem
uvedeny v seznamu laboratorniho vybaveni. Seznamy laboratorniho vybaveni ke stazeni jsou na
strance www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Na strance www.qiagen.com/goto/dsphandbooks jsou uvedeny i zkumavky na vzorky, které
Ize pouzit s detekci hladiny tekutiny nebo bez ni a poZzadované objemy vzork(. NepouZivejte vétsi
nebo mensi nez pozadované objemy, jelikoz to mize vést k chybam pfi pfipravé vzorku.

Zkumavky pro detekci hladiny tekutiny a zkumavky, které nejsou uréeny pro detekci hladiny
tekutiny, Ize zpracovavat v jedné Sarzi/cyklu.
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Pfiprava materialu vzorku

PFi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a ochranné
bryle. DalSi informace si vyhledejte v bezpeénostnich listech (material safety data sheets, MSDS)
pFisluSnych material(, které obdrzite od dodavatele vyrobku.

Moc¢

Mo€ Ize zpracovavat bez dalSi pfedbézné upravy. Vzorek preneste do 2 ml zkumavky Sarstedt
(kat. €. 72.693 nebo 72.694) a vzorek umistéte do nosi¢e zkumavek. Pfipadné Ize pouzit primarni
zkumavky. Pozadovany minimalni pocate€ni objem se miize liSit v zavislosti na pouzité primarni
zkumavce. Kompatibilni formaty primarnich a sekundarnich zkumavek, v€etné minimalniho
pocateéniho objemu nutného pro kazdy protokol, jsou uvedeny na strance
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Systém je optimalizovan pro &isté vzorky modci, které
neobsahuji konzervanty. Pro zvySeni citlivosti na bakteridlni patogeny se mohou vzorky odstfedit
v odstfedivce. Po odstranéni supernatantu Ize peletu resuspendedovat nejméné v 300 pul pufru
ATL (ATL) (kat. €. 939016). Pfeneste 220 pl vzorku do 2 ml zkumavky Sarstedt (kat. ¢. 72.693
nebo 72.694). Vzorek ulozte do nosice zkumavek a zpracujte podle protokolu
Complex200_V6_DSP a pomoci potfebného laboratorniho vybaveni FIX.

Izolace genomové DNA z gram-pozitivnich bakterii

U nékterych gram-pozitivnich bakterii Ize pfed pfenosem vzorku do pfistroje QlAsymphony SP a
zahajenim protokolu Complex200_V6_DSP purifikaci DNA zlepSit enzymatickou pfedbéznou

Upravou.

1. Bakterie oddélte odstfedovanim pfi 5000 x g po dobu 10 minut.

2.  Bakterialni peletu suspendujte v 300 pl vhodného roztoku enzymu (20 mg/ml lysozymu
nebo 200 pg/ml lysostafinu v 20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA; 1,2% Triton X-100).

3. Inkubujte pfi teploté& 37 °C nejméné po dobu 30 minut (2 minuty).
4.  Kratce odstfedujte zkumavku pro odstranéni kapek z vnitfni strany vika.

5.  Vzorek pfeneste do 2 ml zkumavky Sarstedt (kat. €. 72.693 nebo 72.694), vzorek umistéte
do nosi¢e zkumavek a pokracujte podle protokolu Complex200_V6_DSP pomoci

potfebného laboratorniho vybaveni FIX.

List protokolu QIAsymphony SP - Protokol Complex200_V6_DSP 12/2017



Viskdzni nebo hlenovité vzorky

Nékteré vzorky (napf. sputum, respiracni aspiraty) mohou byt viskézni a vyZzadovat zkapalnéni,
aby bylo mozné je pipetovat. Vzorky nizké viskozity dal$i pfipravu nevyzaduji. Vzorky stfedni

a vysoké viskozity musi byt pfipravovany takto:

6.  Vzorek rozfedte v poméru 1:1 se Sputasolem*' (Oxoid, kat. ¢. SR0233) nebo 0,3% (hm.) DTT.

Poznamka: 0,3% (hm.) roztok DTT Ize pfipravit pfedem a skladovat v alikvotnich podilech
pfi teploté —20 °C. Po pouziti roztaté alikvoty zlikvidujte.
7. Inkubujte pfi teploté 37 °C, dokud nebude viskozita vhodna pro pipetovani.

8.  PFeneste nejméné 300 pl vzorku do 2 ml zkumavky Sarstedt (kat. €. 72.693 nebo 72.694).
Vzorek zpracujte podle protokolu Complex200_V6_DSP.

Susené stéry télesnych tekutin a sekretl

9.  Spitku se susenym sté&rem ponofte do 550 pl pufru ATL (ATL) (kat. &. 939016) a za trvalého
michani inkubujte pfi teploté 56 °C po dobu 15 minut (+1 minuta). Neni-li michani mozné,
protfepavejte vortexem pfed a po inkubaci nejméné po dobu 10 sekund.

10. Tampon se stérem vyjméte a vSechnu tekutinu vytlacte pfitisknutim tamponu na vnitini

sténu zkumavky.

11. Preneste nejméné 300 pl vzorku do 2ml zkumavky Sarstedt (kat. €. 72.693 nebo 72.694).
Vzorek zpracujte podle protokolu Complex200_V6_DSP.

Poznamka: Tento protokol je optimalizovan na bavinéné nebo polyethylenové tampony.
PFi pouziti jinych tamponu je tfeba upravit objem pufru ATL (ATL), aby se zajistilo, Zze bude

k dispozici nejméné 300 pl materidlu vzorku.
Respiraéni nebo urogenitdlni stéry

Skladovaci média pro respira¢ni nebo urogenitalni stéry Ize pouzit bez pfedbézné upravy. Pokud
nebyl tampon se stérem vyjmut, pfitisknéte ho o sténu zkumavky, aby se vytladila tekutina.
Soucasné je nutno jakykoli prebyte€ny hlen ze vzorku odstranit jeho odbé&rem na tampon.
Jakoukoli zbytkovou tekutinu z hlenu a tamponu je poté nutno vytlacit pfitisknutim tamponu se
stérem na sténu zkumavky. Nakonec je nutno tampon se stéry a hlen vyjmout a zlikvidovat.
Pokud jsou vzorky viskézni, provedte pfed pfenosem vzorku do pfistroje QIAsymphony SP krok
zkapalnéni (viz odstavec ,Viskézni nebo hlenovité vzorky“ vyse). Pokud nemate dostatek

* Sputasol (Oxoid, kat. €. SR0233, www.oxoid.com) nebo dithiotreitol (DTT).
T Nejedna se o kompletni seznam dodavatel(i.
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pocate¢niho materialu, napipetujte do prepravniho média pufr ATL (ATL), abyste tak upravili
pozadovany minimalni po¢atecni objem a vzorek ve zkumavce protfepavejte ve vortexu po dobu
15-30 sekund (pokud je v pfepravnim médiu tampon se stéry, tento krok provedte pfed vyjmutim
tamponu). Vzorek pfeneste do 2 ml zkumavky Sarstedt (kat. €. 72.693 nebo 72.694) a vzorek
umistéte do nosiCe zkumavek. Pfipadné Ize pouzit primarni zkumavky. Pozadovany minimalni
pocatecni objem se muze liSit v zavislosti na pouzité primarni zkumavce. Kompatibilni primarni a
sekundarni zkumavky, v€etné minimalniho pocate¢niho objemu nutného pro kazdy protokol, jsou
uvedeny na strance www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Historie revizi

Historie revizi dokumentu

R2 12/2017 | Aktualizace pro software QIAsymphony verze 5.0

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny
v pFislugné priru¢ce pro sadu QIAGEN® nebo v pfiru¢ce uzivatele. PFirucky k sadam QIAGEN
a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat od
technickych sluzeb spole€nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (skupina QIAGEN). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, a to i v pfipadé,

Ze takto nejsou vyslovné oznaceny, nejsou povaZzovany za zakonem nechranéné.
12/2017 HB-0301-S26-002 © 2017 QIAGEN, v3echna préva vyhrazena.
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