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Protokolovy list
QlIAsymphony® SP

Protokol Complex400 V4 DSP

Tento dokument je protokolovym listom Complex400_V4_DSP QlAsymphony SP, R2, pre stpravu QIAsymphony DSP

Virus/Pathogen Midi Kit, verzia 1.
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VSeobecné informacie

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

Saprava
Material vzorky

Nézov protokolu

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit

Respiracné a urogenitalne vzorky

Complex400_V4_DSP

Vychodiskova kontrolna suprava analyzy ACS_Complex400_V4_DSP_default_IC
Upravitel'né Objem eluéatu: 60 pl, 85 pl, 110 pl
Potrebné softvérova verzia Verzia 4.0 alebo vyssia

Zasuvka ,Sample” (Vzorka)

Typ vzorky

Objem vzorky

Primarne skimavky na
vzorky

Sekundarne skimavky
na vzorky

Vlozky

Iné

Respiracéné vzorky (BAL, vysuSené tampony s vytermi, prepravné média, aspiraty,
sputum) a urogenitalne vzorky (mo¢, prepravné média)

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

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

Viac informacii njdete na stranke www.giagen.com/goto/dsphandbooks

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

Potrebna je zmes nosi¢ RNA—pufer AVE; pouZitie 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 Pufer ATL (ATL)
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 obsahujlice kazety na pripravu vzoriek
DrZiak Skatuliek jednotky 1 — 4 Skatulky jednotky obsahuijtice 8-tyékové kryty
Zasuvka ,Waste“ (Odpad)
Drziak skatuliek jednotky 1 - 4 Prézdne Skatulky jednotky
Drziak odpadového vrecka Odpadové vrecko
Drziak nddoby na tekuty odpad Nadoba na tekuty odpad
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Zasuvka ,Eluate” (Eluat)

Stojan pre eltciu (odporGiéame pouzitie slotu 1, Viac informacii ndjdete na stranke
chladené umiestnenie) www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks

Pozadované plastové pomacky

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

Jednorazové filtracné 34 60 86 112
hroty, 200 plt*
Jednorazové filtracné 123 205 295 385
hroty, 1500 pl'*
Kazety na pripravu 18 36 54 72
vzoriek$
8-tyékovy kryt! 3 6 9 12

*

PouZzitie viac nez jedného interného kontrolného roztoku na davku a vykonanie viac nez jedného snimania zasob si
vyzaduje doplnkové jednorazové filtratné hroty. Pouzitie menej nez 24 vzoriek na davku zniZzuje pocet jednorazovych
filtracnych hrotov potrebnych na sériu analyz.

V stojane na hroty je 32 filtraénych 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.

- w #

Poznamka: Pocet danych filtraénych hrotov sa moze liSit od po¢tov zobrazenych na dotykovej
obrazovke v zavislosti od nastaveni, napriklad od poctu internych kontrolnych roztokov pouzitych
v ramci davky.

Zvoleny eluCny objem

Zvoleny eluény objem (ul)* Poéiatoény eluény objem (pl)f
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.

-+

Protokolovy list QIAsymphony SP - Protokol Complex400_V4_DSP 12/2017



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

Zvoleny eluény Objem nosi¢a RNA Objem interného Objem pufra Koneény objem na
objem (ul) (CARRIER) (ul) kontrolného roztoku (ul)*  AVE (AVE) (ul) vzorku (ul)

60 3 9 108 120

85 3 11,5 105,5 120

110 3 14 103 120

* Vypocet mnoZstva interného kontrolného roztoku vychadza z pociato€énych eluénych objemov. Doplnkovy prazdny objem
zavisi od typu pouzitej 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, ktord si vyzaduje 0,1 pl interného
kontrolného roztoku/ul eluatu.

Skdmavky obsahujice zmes interny kontrolny roztok—nosi¢ RNA (CARRIER)—pufer AVE (AVE)
sa vkladaju do nosi¢a skumaviek. Nosi¢ skiumaviek obsahujuci zmes (zmesi) interny kontrolny
roztok—nosi¢ RNA (CARRIER)-pufer AVE (AVE) musi byt umiestneny do slotu A zasuvky na
vzorky.

V zavislosti od poctu vzoriek, ktoré je potrebné spracovat, na riedenie interného kontrolného
roztoku podfa popisu v tabulke nizSie odpori€ame pouzit 2 ml skimavky (Sarstedt, kat. €. 72.693
alebo 72.694) alebo 14 ml 17 x 100 mm polystyrénové skimavky so zaoblenym dnom (Becton

Dickinson, kat. €. 352051). Objem mé&ze byt rozdeleny do 2 alebo viacerych skumaviek.

Vypocet objemu zmesi interného kontrolného roztoku

Vypocet objemu zmesi interny
kontrolny roztok—nosi¢ RNA

Nézov na dotykovej (CARRIER)—pufer AVE (AVE) na
Typ skimavky obrazovke QIAsymphony skiamavku
Mikroskiimavka 2 ml s uzaverom; SARH72.694

mikroskimavka 2 ml, PP, S OBRUBOU,
(Sarstedt, kat. €. 72.694)

T2.0 ScrewSkirt (0 X 120 ) + 360 pi*

Mikroskimavka 2 ml s uzaverom;

mikroskiimavka 2 ml, PP, BEZ OBRUBY, ST/;RO#;Z:}Z‘QNs (n x 120 pl) + 360 plI*
(Sarstedt, kat. €. 72.693) :
Skimavka 14 ml, 17 x 100 mm, BD#352051

polystyrén, so zaoblenym dnom (Becton (N x 120 pl) + 600 pit

Dickinson, kat. &. 352051) FalconPP 17x100

*

Tuto rovnicu pouzite na vypocet potrebného objemu zmesi interného kontrolného roztoku (n = pocet vzoriek; 120 pl =
objem zmesi interny kontrolny roztok—nosi¢ RNA (CARRIER)—pufer AVE (AVE); 360 ul = prazdny objem potrebny na
skumavku). Napriklad pre 12 skimaviek (n = 12): (12 x 120 pl) + 360 pl = 1 800 pl. Nepliite skimavku na viac nez 1,9 ml
(t. j. maximum 12 vzoriek na skimavku). Ak sa bude spracovavat viac nez 12 vzoriek, pouzite dodatoéné skumavky a
zabezpecte, aby bol pre kazdu skimavku pridany prazdny objem.

Tuto rovnicu pouZite na vypocet potrebného objemu zmesi interny kontrolny roztok—nosi¢ RNA (CARRIER)-pufer AVE
(AVE) (n = pocet vzoriek; 120 ul = objem zmesi interny kontrolny roztok—nosi¢ RNA (CARRIER)-pufer AVE (AVE);

600 pl = prazdny objem potrebny na skimavku). Napriklad pre 96 skimaviek (n = 96): (96 x 120 pl) + 600 pl = 12120 pl.

-+
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Potrebné vlozky najdete na stranke www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Pouzitie laboratérnych pomécok FIX

Pouzitie detekcie Grovne kvapaliny (liquid-level detection, LLD) na prenos vzoriek umozriuje
pouzitie primarnych a sekundarnych skumaviek. To si vSak vyzaduje isté mftve objemy v
prisluSnych skimavkach. V zaujme minimalizacie mftvych objemov treba sekundarne skimavky
pouzivat bez detekcie Urovne kvapaliny. K dispozicii su Specifické laboratérne pomocky FIX
(napr. SAR_FIX_#72.694 T2.0 ScrewsSkirt), ktoré sa tiez daju zvolit na dotykovej obrazovke
QlAsymphony SP. Tento typ skimavky/stojana si vyZaduje obmedzenia aspiracie. Vzorka sa
aspiruje do urcitej vySky v skimavke definovanej objemom vzorky, ktory je potrebny preniest.
Preto je velmi déleZité zabezpedit, aby sa pouZil objem zaznamenany do zoznamu laboratérnych
pomécok. Zoznam laboratérnych pomdcok je k dispozicii na stiahnutie zo stranky
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Skumavky na vzorky, ktoré sa daju pouzit s detekciou Urovne kvapaliny alebo bez nej, a
pozadované objemy vzoriek su uvedené aj na stranke www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
NepouZivajte objemy vacsie alebo mensie nez poZadovany objem, pretoZe by to mohlo viest k

chybam pocas pripravy vzoriek.

Skumavky pre detekciu urovne kvapaliny a skimavky, ktoré nie su ur€ené na detekciu Urovne

kvapaliny, sa daju spracovavat v jednej davke/sérii analyz.
Priprava materialu na vzorky

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

Mo¢

Mo¢ sa mdze spracovavat bez predbeznej Upravy. Preneste vzorku do 2 ml skimavky Sarstedt
(kat. €. 72.693 alebo 72.694) a vlozte do nosita skumaviek. Pripadne sa mozu pouzit primarne
skumavky. Pozadovany minimalny pociato€ny objem sa modze menit v zavislosti od pouzitej
primarnej skimavky. Kompatibilné formaty primarnych a sekundarnych skdmaviek vratane
minimalneho pociatoéného objemu potrebného pre kazdy protokol su uvedené na stranke
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. 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. 500 ul pufra ATL
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(ATL) (kat. €. 939016). Presurite vzorku do 2 ml skimavky Sarstedt (kat. €. 72.693 alebo 72.694).
Vlozte vzorku do nosi¢a skumaviek a spracujte ju pouzitim protokolu Complex400_V4 DSP a
pozadovanych laboratérnych pomécok FIX.

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
Complex400_V4_DSP.

1.  Odstredujte baktériu pri 5 000 x g po dobu 10 minut.

2.  Bakterialnu granulu suspendujte v 500 pl vhodného enzymatického roztoku (lyzozym
20 mg/ml alebo lyzostafin 200 pg/ml; 20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 2mM EDTA; 1,2 %
Triton X-100).

3. Inkubujte pri teplote 37 °C po dobu aspon 30 minut (£ 2 minuty).

4.  Kratko skimavku odstredte, aby sa odstranili kvapky zvnutra viecka.

5.  Preneste vzorku do 2 ml skimavky Sarstedt (kat. ¢. 72.693 alebo 72.694), vlozte ju do

nosic¢a skumaviek a pokracujte v protokole Complex400_V4_DSP pouzitim pozadovanych
laboratérnych pomécok FIX.

Viskdzne alebo mukoézne vzorky

Niektoré vzorky (napr. sputum, respiraéné aspiraty) mézu byt viskézne a za uéelom moznosti
pipetovania si vyZzaduju 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 % (obj. hm.) DTT sa da vytvorit vopred a uskladnit v alikvotach pri
teplote -20 °C. Po pouziti rozmrazené alikvéty zlikvidujte.
2. Inkubuijte pri teplote 37 °C, kym nie je viskozita vzorky vhodna na pipetovanie.

3. Preneste aspon 500 ul vzorky do 2 ml skimavky Sarstedt (kat. &. 72.693 alebo 72.694).
Spracujte vzorku pouzitim protokolu Complex400_V4 _DSP.

* Sputasol (Oxoid, kat. €. SR0233, www.oxoid.com) alebo ditiotreitol (DTT).
T Nejde o uplny zoznam dodavatelov.
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VysuSené tampony s telesnou tekutinou a sekrétom

1. Ponorte konCek vysuSeného tamponu do 750 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. Preneste aspon 500 pl vzorky do 2 ml skumavky Sarstedt (kat. €. 72.693 alebo 72.694).
Vzorku spracujte pomocou protokolu Complex400_V4_DSP.

Poznamka: Tento protokol je optimalizovany pre bavinené a polyetylénové tampdny. Pri
pouziti inych tampdénov méze byt potrebné upravit objem pufra ATL (ATL), aby bol
zabezpeceny objem materialu na vzorky aspori 500 pl.

Respiracné alebo urogenitalne tampdny uskladnené v prepravnom mediu

Skladovacie média pre respiratné alebo urogenitalne tampodny sa daju pouzit bez predbeznej
Upravy. Ak ste tampdn nevybrali, odstrarite kvapalinu pritla¢enim tampdnu o stenu skimavky.
Teraz by sa mal odstranit’ vSetok nadbytoény hlien vo vzorke jeho zachytenim na tampodn. VSetku
zvySkovu kvapalinu z hlienu a tampoénu treba nasledne odstranit’ pritlacenim tampdnu o stenu
skumavky. Nakoniec treba tampon s hlienom odstranit’ a zlikvidovat. Ak su vzorky viskézne,
vykonajte krok skvapalnenia (pozri €ast ,Visk6zne alebo mukézne vzorky* vyssSie) pred prenosom
vzorky do QIAsymphony SP. Ak k dispozicii nie je dostatok pociatoéného materialu, napipetujte
pufer ATL (ATL) do prepravného média, aby ste prispdsobili minimalny pociatony objem, a virivo
premieSavajte vzorku v skiimavke po dobu 15 — 30 sekund (ak prepravné médium obsahuje
tampodn, tento krok vykonajte pred odstranenim tampénu). Preneste vzorku do 2 ml skimavky
Sarstedt (kat. €. 72.693 alebo 72.694) a vlozte do nosi¢a skumaviek. Pripadne sa mézu pouzit
primarne skumavky. Pozadovany minimalny pociato¢ny objem sa mdze menit v zavislosti od
pouZitej primarnej skdamavky. Kompatibilné primarne a sekundarne skumavky vratane
minimalneho podciatoéného objemu potrebného pre kazdy protokol su uvedené na stranke
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
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Prehlad revizii

Prehlad revizii dokumentu

R2 12/2017 Aktualizacia softvéru QlAsymphony verzie 5.0

Aktualne licenéné informacie a pravne informacie Specifické pre produkt najdete v sprievodcovi
alebo pouzivatelskej prirucke k slprave 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-S28-002 © 2017 QIAGEN, vSetky prava vyhradené.
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