Grudzien 2017

Karta protokotu
QlIAsymphony® SP

Protokét Complex400 V4 DSP

Niniejszy dokument to karta protokotu QIAsymphony SP Complex400_V4_DSP R2 dla zestawu QIAsymphony DSP

Virus/Pathogen Midi Kit, wersja 1.

— Sample to Insight QIAGEN —




Informacje ogdéline

Zestaw QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Zestaw

Materiat probki

Nazwa protokotu
Domysiny zestaw ustawien kontrolnych badania
Mozliwos¢ dostosowania

Wymagana wersja oprogramowania

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit

Prébki z drég oddechowych lub uktadu moczowo-
piciowego

Complex400_V4_DSP
ACS_Complex400_V4_DSP_default_IC
Objetos¢ eluatu: 60 pl, 85 pl, 110 pl

Wersja 4.0 lub wyzsza

Szuflada ,Sample” (Prébka)

Prébki z drég oddechowych (z ptukania oskrzelowo-ptucnego, osuszonych wymazéwek,
podtoza transportowego, aspiraty, flegma) i z uktadu moczowo-ptciowego (mocz, z
podtoza transportowego)

Typ probki

Zalezy od typu uzywanej probéwki; wigcej informacji znajduje sig na stronie
www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Objetos¢ probki

Probéwki pierwotne Wiecej informacji znajduje sie na stronie www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Probéwki dodatkowe Wiecej informacji znajduje sie na stronie www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Wkiady Zalezy od typu uzywanej probowki; wiecej informaciji znajduje sie na stronie
www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks
Inne Wymagana mieszanina no$nik RNA-bufor AVE; uzycie kontroli wewnetrznej jest

opcjonalne

Szuflada ,Reagents and Consumables” (Odczynniki i materiaty
eksploatacyjne)

Pozycja Al i/lub A2 Kartridz z odczynnikami (reagent cartridge, RC)

Pozycja B1 Bufor ATL (ATL)
Uchwyt na statyw na koncowki 1-17 Jednorazowe koncowki z filtrem, 200 pl
Uchwyt na statyw na koncowki 1-17 Jednorazowe koncéwki z filtrem, 1500 pl

Opakowania jednostkowe zawierajgce kartridze sample
prep

Opakowania jednostkowe zawierajgce zamkniecia 8-
sztyftowe

Uchwyt na opakowanie jednostkowe 1-4

Uchwyt na opakowanie jednostkowe 1-4
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Szuflada ,Waste” (Odpady)

Uchwyt na opakowanie jednostkowe 1-4 Puste opakowania jednostkowe
Uchwyt na worek na odpady Worek na odpady
Uchwyt na butle na odpady ptynne Butla na odpady ptynne

Szuflada ,Eluate” (Eluat)

i 5 i i ;i Wiecej informacji znajduje sie na stronie
Statyw elucji (zalecamy uzywanie gniazda 1, pozyciji ece) Ji znajduje sig
cmo)(/izenia)j ( y e 9 pozyel www.giagen.com/goto/dsphandbooks

Wymagany sprzet z tworzywa sztucznego

Jedna partia, Dwie partie, Trzy partie, Cztery partie,
24 probki* 48 probek* 72 prébki* 96 probek*

Jednorazowe 34 60 86 112
koncowki z filtrem,
200 pIt*
Jednorazowe 123 205 295 385
koncowki z filtrem,
1500 pIt*
Kartridze sample prep® 18 36 54 72
Zamkniecia 8- 3 6 9 12
sztyftowel

*

Uzycie wiecej niz jednej kontroli wewnetrznej na jedng partie oraz przeprowadzenie wiecej niz jednego skanowania
inwentaryzujacego wymaga dodatkowych jednorazowych koncéwek z filtrem. W przypadku uzywania mniej niz 24 probek
na jedna partie zmniejsza si¢ liczba jednorazowych koncéwek z filtrem wymaganych na cykl.

Statyw na koncowki zawiera 32 koncowki z filtrem.

o+

Liczba wymaganych koncéwek z filtrem obejmuje koncéwki z filtrem dla 1 skanowania inwentaryzujgcego na kartridz
z odczynnikami.

Opakowanie jednostkowe zawiera 28 kartridzy sample prep.

Opakowanie jednostkowe zawiera dwanascie zamknig¢ 8-sztyftowych.

- w

Uwaga: W zaleznosci od ustawien, na przykiad liczby kontroli wewnetrznych uzywanych na partie,
podane liczby koncowek z filtrem moga sie réznic od liczb wyswietlanych na ekranie dotykowym.

Wybrana objetosc¢ elucji

Wybrana objetosé¢ elucji (pl)* Poczatkowa objetos¢ elucji
()Y

60 90

85 115

110 140

*

Objetos¢ elucji wybrana na ekranie dotykowym. Jest to minimalna dostepna objeto$¢ eluatu w koricowej probéwce elucji.
Poczatkowa objetosé roztworu elucji wymagana do zapewnienia wiasciwej objetosci eluatu, rwnej wczes$niej wybranej wartosci.
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Przygotowanie mieszaniny kontrola wewnetrzna-nosnik RNA
(CARRIER)-bufor AVE (AVE)

Objetos¢ roztworu
podstawowego
Wybrana objetos¢ nosnika RNA Objetos¢ kontroli Objetos¢ buforu Koncowa objetos¢ na
elucji (ul) (CARRIER) (ul) wewnetrznej (pl)* AVE (AVE) (ul) probke (pl)
60 3 9 108 120
85 3 11,5 105,5 120
110 3 14 103 120

* Obliczenie ilosci kontroli wewnetrznej opiera sie na poczatkowych objetosciach elucji. Dodatkowa objeto$¢ nieuzyteczna
zalezy od typu uzytej probowki; wigcej informacji znajduje sie na stronie www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks.

Uwaga: Wartosci widoczne w tabeli stuzg do przygotowania mieszaniny kontrola wewnetrzna-
nosnik RNA (CARRIER) dla dalszej analizy, w ktérej wymagane jest 0,1 pl kontroli wewnetrznej
na pl eluatu.

Probdéwki zawierajgce mieszaning kontrola wewnetrzna-no$nik RNA (CARRIER)-bufor AVE
(AVE) umieszcza sie w nosniku probéwek. Nosnik probdwek zawierajgcy mieszanine(-ny)
kontrola wewnetrzna-nosnik RNA (CARRIER)-bufor AVE (AVE) nalezy umiesci¢ w gniezdzie A
szuflady ,Sample” (Prébka).

W zaleznosci od liczby przetwarzanych probek zalecamy uzywanie probéwek o pojemnosci 2 ml
(Sarstedt, nr kat. 72.693 lub 72.694) lub probdéwek polistyrenowych z okrggtym dnem 17 x 100
mm o pojemnosci 14 ml (Becton Dickinson, nr kat. 352051) w celu rozcienczenia kontroli
wewnetrznej w sposob opisany w ponizszej tabeli. Objetos¢ mozna podzieli¢ na 2 lub wigcej
probowek.
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Obliczanie objetosci mieszaniny kontroli wewnetrzne;j

Obliczenie objetosci mieszaniny

Nazwa wyswietlona na kontrola wewnetrzna-nosnik RNA
ekranie dotykowym aparatu (CARRIER)-bufor AVE (AVE) na
Typ probdéwki QIAsymphony probowke
Mikroprobéwka 2 ml z wieczkiem,
mikroprobéwka 2 ml, PP, STOZKOWE SAR#H72.694

DNO W KOLNIERZU
PRZEDLUZAJACYM (Sarstedt, nr kat.
72.694)

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

Mikroprobéwka 2 ml z wieczkiem,
mikroprobéwka 2 ml, PP, BEZ
STOZKOWEGO DNA W KOLNIERZU
PRZEDtUZAJACYM (Sarstedt, nr kat.
72.693)

SAR#72.693

T2.0 Screw (0 x 120 pl) + 360 pi*

Probéwka 14 ml, 17 x 100 mm
polistyrenowa z okragtym dnem (Becton
Dickinson, nr kat. 352051)

BD#352051

FalconPP 17x100 (n x 120 p) + 600 pl*

*

To réwnanie stuzy do obliczenia wymaganej objetosci mieszaniny kontroli wewnetrznej (n = liczba prébek; 120 ul =
objeto$¢ mieszaniny kontrola wewnetrzna-no$nik RNA (CARRIER)-bufor AVE (AVE); 360 ul = objeto$¢ nieuzyteczna
wymagana na kazda probowke). Na przykiad dla 12 prébek (n = 12): (12 x 120 pl) + 360 pl = 1800 pl. Nie napetnia¢
probowki do objetosci wiekszej niz 1,9 ml (fj. maksymalnie 12 prébek na probéwke). Jesli bedzie przetwarzanych wigcej
niz 12 prébek, uzy¢ dodatkowych probédwek, upewniajac sie, ze objetos¢ nieuzyteczna zostata dodana do kazdej
probowki.

To réwnanie stuzy do obliczenia wymaganej objetosci mieszaniny kontrola wewnetrzna-nosnik RNA (CARRIER)-bufor
AVE (AVE) (n = liczba prébek; 120 ul = objeto$¢ mieszaniny kontrola wewnetrzna-no$nik RNA (CARRIER)-bufor AVE
(AVE); 600 ul = objeto$é nieuzyteczna wymagana na kazdg probéwke). Na przykiad dla 96 probek (n = 96): (96 x 120 pl)
+ 600 pl = 12120 pl.

-+

Informacje o] wymaganych wktadach znajdujg sie na stronie

www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Korzystanie ze sprzetu laboratoryjnego FIX

Korzystanie z wykrywania poziomu ptynu (liquid-level detection, LLD) podczas przenoszenia
prébek, umozliwia stosowanie probéwek pierwotnych i dodatkowych. Jednak w takim przypadku
w odpowiednich probéwkach wymagane sg okreslone objetosci martwe. Aby zminimalizowaé
objetosci martwe, nalezy uzywaé probéwek dodatkowych bez wykrywania poziomu ptynu.
Dostepny jest okreslony sprzet laboratoryjny FIX (np. SAR_FIX_#72.694 T2.0 ScrewSkirt), ktéry
mozna réwniez wybra¢ na ekranie dotykowym aparatu QIAsymphony SP. Ten typ
probowki/statywu naktada ograniczenia na aspiracje. Probka jest aspirowana na okreslonej
wysokosci probowki, ktéra jest zdefiniowana przez objetos$¢ przenoszonej probki. Z tego wzgledu
kluczowe jest upewnienie sie, ze stosowana jest objetos¢ wymieniona na liScie sprzetow
laboratoryjnych. Listy  sprzetow  laboratoryjnych mozna pobraé  ze strony
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
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Probowki, ktérych mozna uzy¢ z wykrywaniem poziomu ptynu lub bez takiego wykrywania, oraz
wymagane objetosci prébek sg réwniez wymienione na stronie
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Nie stosowac objetosci wiekszych lub mniejszych od

wymaganej objetosci, gdyz moze to prowadzi¢ do btedéw podczas przygotowania probki.

W jednej partii/cyklu mozna przetwarza¢ probowki przeznaczone do uzytku z wykrywaniem
poziomu ptynu lub bez takiego wykrywania.

Przygotowanie materiatu probki

W czasie pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych iokularéw ochronnych. Wiecej informacji mozna
znalez¢ w odpowiednich kartach charakterystyki substancji niebezpiecznych (material safety data
sheets, MSDS), dostepnych u dostawcy produktu.

Mocz

Prébki moczu mozna przetwarza¢ bez dalszego wstepnego przygotowania. Przenie$¢ probke do
probdéwki Sarstedt o pojemnosci 2 ml (nr kat. 72.693 lub 72.694) i umie$ci¢ prébke w nosniku
prébek. Mozna rowniez uzy¢ probéwek pierwotnych. Wymagana minimalna objeto$¢ poczatkowa
moze sie rézni¢ w zaleznosci od uzywanej probowki pierwotnej. Zgodne formaty probowek
pierwotnych i dodatkowych, w tym minimalna objeto$¢ poczgtkowa wymagana dla kazdego
protokotu, sg wymienione na stronie www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks. System jest
zoptymalizowany dla probek czystego moczu, ktére nie zawierajg srodkéw konserwujgcych. Aby
zwigkszy¢ czutosé wykrywania patogendw bakteryjnych, mozna odwirowac¢ probki. Po odrzuceniu
supernatantu osad mozna zawiesi¢ w co najmniej 500 pl buforu ATL (ATL) (nr kat. 939016).
Przenies¢ probke do probowki Sarstedt o pojemnosci 2 ml (nr kat. 72.693 lub 72.694). Umiesci¢
probke w nosniku probdwek i przetworzy¢ prébke, stosujgc protokdt Complex400_ V4 _DSP i
wymagany sprzet laboratoryjny FIX.
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Izolacja genomowego DNA z bakterii Gram-dodatnich

Proces oczyszczania DNA mozna ulepszy¢ dla niektorych bakterii Gram-dodatnich, wykonujac
wstepng obrébke enzymatyczng prébki przed przeniesieniem jej do aparatu QIAsymphony SP i
rozpoczeciem protokotu Complex400_V4_DSP.

1.  Strgci¢ bakterie, wirujac probke przy 5000 x g przez 10 minut.

2.  Zawiesi¢ osad bakteryjny w 500 ul odpowiedniego roztworu enzymu (lizozym o stezeniu
20 mg/ml lub lizostafina o stezeniu 200 pg/ml; 20 mM bufor Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA,;
1,2% Triton X-100).

3.  Inkubowaé w temperaturze 37°C przez co najmniej 30 minut (£ 2 minuty).
4.  Odwirowac krotko probdéwke w celu usuniecia kropli z wewnetrznej czesci wieczka.
5.  Przenies$¢ probke do probdéwki Sarstedt o pojemnosci 2 ml (nr kat. 72.693 lub 72.694),

umiesci¢ probke w nosniku probéwek i kontynuowaé wykonywanie protokotu
Complex400_V4_DSP, stosujgc odpowiedni sprzet laboratoryjny FIX.

Prébki lepkie lub probki ze Sluzem

Niektore probki (np. flegma, aspiraty z drég oddechowych) moga by¢ lepkie i wymagac
uptynnienia, aby bylo mozliwe ich pipetowanie. Prébki o matej lepkosci nie wymagajg
dodatkowego przygotowania. Prébki o od $redniej do duzej lepkosci nalezy przygotowac
w nastepujacy sposob:

1.  Rozcienczy¢ probke w stosunku 1:1 odczynnikiem Sputasol* (Oxoid, nr kat. SR0233) lub
0,3-procentowym (w/v) roztworem DTT.
Uwaga: 0,3-procentowy (w/v) roztwér DTT mozna przygotowac¢ wczesniej i przechowywaé
w porcjach w temperaturze —20°C. Rozmrozone porcje nalezy wyrzuci¢ po uzyciu.

2. Inkubowaé w temperaturze 37°C do momentu, gdy lepkos¢ probki bedzie umozliwiata
pipetowanie.

3.  Przenies¢ co najmniej 500 pl probki do probéwki Sarstedt o pojemnosci 2 ml
(nr kat. 72.693 lub 72.694). Przetworzy¢ probke, stosujac protokét Complex400_V4 _DSP.

* Sputasol (Oxoid, nr kat. SR0233, www.oxoid.com) lub ditiotreitol (DTT).
T Nie jest to petna lista dostawcow.
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Osuszone wymazowki z ptynami ustrojowymi i wydzielinami

1.  Zanurzy¢ koncowke osuszonej wymazowki w 750 pl buforu ATL (ATL) (nr kat. 939016)
i inkubowa¢ w temperaturze 56°C przez 15 minut (£ 1 minuta) z cigglym mieszaniem. Jesli
mieszanie nie jest mozliwe, przed i po inkubacji wytrzgsac¢ przez co najmniej 10 sekund.

2. Wyciggnaé wymazowke i odcisng¢ caty ptyn, przyciskajgc wymazéwke do wewnetrznej
Scianki probowki.

3. Przenies¢ co najmniej 500 pl prébki do probowki Sarstedt o pojemnosci 2 ml
(nr kat. 72.693 lub 72.694). Przetworzy¢ prdobke, stosujac protokét Complex400_V4_DSP.

Uwaga: Protokét jest zoptymalizowany dla wymazdéwek bawetnianych lub wykonanych
z polietylenu. W przypadku uzywania innych wymazéwek moze by¢ konieczne
dostosowanie objetosci buforu ATL (ATL), aby zagwarantowaé, ze co najmniej 500 pl

bedzie dostepne jako materiat probki.

Wymazdéwki do drég oddechowych lub uktadu moczowo-piciowego przechowywane
w podtozu transportowym

Podtoza transportowego dla wymazoéwek do drég oddechowych lub uktadu moczowo-ptciowego
mozna uzywac¢ bez wstepnego przygotowania. Jesli nie wyciggnieto wymazdéwki, przycisngc
wymazoéwke do $cianki probdwki, aby odcisng¢ ptyn. Na tym etapie nalezy usung¢ wszelki
nadmiar $luzu znajdujgcy sie w probce, zbierajgc go na wymazoéwke. Nastepnie nalezy odcisngé
pozostatosci ptynu od $luzu, przyciskajac wymazoéwke do $cianki probéwki. Na koncu nalezy
wyciggnac¢ i zutylizowa¢ wymazdéwke ze Sluzem. Jesli prébki sg lepkie, przed przeniesieniem ich
do aparatu QIAsymphony SP nalezy wykonaé etap uptynniania (patrz czes¢ ,Probki lepkie lub
probki ze sluzem” powyzej). Jesli nie ma wystarczajgcej ilosci materiatu poczgtkowego, przenies¢
bufor ATL (ATL) za pomocg pipety do podtoza transportowego do wymaganej minimalnej
objetodci poczatkowej i wytrzgsac prébke w probéwce przez
15-30 sekund (jesli w podtozu transportowym znajduje sie¢ wymazdéwka, wykonac ten etap przed
wyciggnieciem wymazowki). Przenies¢ probke do probdéwki Sarstedt o pojemnosci 2 ml (nr kat.
72.693 lub 72.694) i umiesci¢ probke w nosniku probek. Mozna réwniez uzy¢ probowek
pierwotnych. Wymagana minimalna objeto$¢ poczatkowa moze sie rézni¢ w zaleznosci od
uzywanej probowki pierwotnej. Zgodne probowki pierwotne i dodatkowe, w tym minimalna
objeto§¢ poczatkowa wymagana dla kazdego protokotu, sg wymienione na stronie
www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
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Historia zmian

Historia zmian dokumentu

R2 12/2017 Aktualizacja dla wersji 5.0 oprogramowania QIAsymphony

Aktualne informacje licencyjne oraz wylgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegolnych
produktow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu
QIAGEN®. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne
w witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zamoéwi¢ w serwisie technicznym lub u lokalnego
dystrybutora firmy QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie,

nawet jeZeli nie zostaly oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.
12/2017 HB-0301-S28-002 © 2017 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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