QIAsymphony® DSP Virus/Pathogen Kit

Die QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits sind nur fur den Gebrauch mit dem QIAsymphony SP
vorgesehen. Die QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits enthalten die Reagenzien fir die
vollautomatische und parallele Reinigung von viralen Nukleinsduren aus Serum, Plasma oder
Cerebrospinalflissigkeit (CSF) oder von viralen Nukleinséuren und bakterieller DNA aus
verschiedenen Ausgangsmaterialien, unter anderem aus Atemwegsproben, wie Abstrichen,
Aspiraten, Sputum oder bronchoalveolérer Lavage (BAL), oder aus Urin sowie Urogenitalabstrichen
(Gebarmutterhals- oder Uretherabstriche). Mit den Kits kénnen Nukleinséuren aus einem breiten
Spekirum an DNA- und RNA-Viren sowie bakterielle DNA aus gramnegativen und grampositiven
Bakterien isoliert werden. Allerdings kann die volle Leistungsféhigkeit eines Kits nicht fir jede Virus-

oder Bakterien-Spezies garantiert werden; sie ist vielmehr vom Anwender zu validieren.

Leistungscharakteristik

Linearer Wertebereich

Der lineare Wertebereich des QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits wurde exemplarisch fir das
RNA-Virus HIV-1 bestimmt. Dazu wurden Verdinnungsreihen von zuvor quantifizierten Virus-
Standards in HIV-1-negativem Humanplasma hergestellt. Die Tests mit sieben verschiedenen
Virustitern wurden als Mehrfach-Bestimmung (bis zu 6-fach) durchgefihrt. Der lineare Bereich des
Virus-Protokolls mit dem QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit fir HIV-1 wurde mit einem
unternehmenseigenen RT-PCR-Assay bestimmt (sieche Abb. 1). Dabei wurde die Préparation der
viralen Nukleinséuren mit 1000-ul-Proben durchgefihrt; die Elution erfolgte mit einem Volumen

von 60 ul.
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Abbildung 1. Linearer Wertebereich der Ausbeute bei der Nukleinsdure-Reinigung nach
dem Virus-Cellfree-1000-Protokoll. Der lineare Bereich des Virus-Cellfree-Protokolls wurde mit
einer Verdinnungsreihe der viralen Nukleinséure und einem firmeneigenen RT-PCR-Assay fir das
HIV-1-RNA-Virus bestimmt.

Préazision

Im linearen Bereich des nachfolgenden Nachweis-Assays wurden fir die HIV-1-Verdinnungsreihe
jeweils die Standardabweichung (SD) und der Variationskoeffizient (CV) bestimmt. Bei der Analyse
der Assay-Prézision wurde derselbe Nachweis-Assay verwendet wie bei der Bestimmung des
linearen Wertebereichs (sieche Abb. 1). Die Werte fur die Inter-Assay-Prézision sind in Tabelle 1
wiedergegeben. Fir jede Konzentrationsstufe wurde aus 5 oder 6 Wiederholproben (Replikaten) die

Nukleinséure-Extraktion mit dem QlAsymphony SP durchgefihrt.

Tabelle 1. Inter-Assay-Prazision des Virus-Cellfree-1000-Protokolls mit einem unterneh-

menseigenen RT-PCR-Assay fur den Nachweis von HIV-1-RNA

Konzentrations- SD (log
stufe n 1U/ml CV (%) log IU/ml 1U/ml)
1 6 1835700 30,04 6,24 0,15
2 6 199931 26,99 5,28 0,13
3 5 13785 21,02 413 0,09
4 5 1363 17,49 3,13 0,09
5 6 642 24,82 2,79 0,12
6 6 294 31,12 2,44 0,16
7 6 123 23,25 2,08 0,11




Wiederholprdzision bei Anwendung der Complex-Protokolle
(Complex 200/400/800)

Fir diese Untersuchung wurde Chlamydia-trachomatis-DNA aus 200, 400 und 800 ul Urin mit dem

QIAsymphony SP gereinigt; dabei erfolgte die Elution in 110 ul. Fir jedes der drei Protokolle
(Complex200 V5 DSP, Complex400 V3 DSP und Complex800 V5 DSP) wurden von einem

Laboranten drei separate Léufe, und zwar an drei verschiedenen Tagen, auf demselben Gerét

durchgefihrt. Jeder Lauf bestand dabei aus vier Chargen zu je 22 Proben.

Tabelle 2. Wiederholprézision beim Complex-200-Protokoll bei Anwendung eines unter-

nehmenseigenen C.-trachomatis-Assays

Lauf Charge n C;-Mittelwert SD CV (%)
Charge 1 22 28,74 0,32 1,10
Charge 2 22 29,03 0,49 1,68
Lauf 1
Charge 3 22 29,00 0,53 1,84
Charge 4 22 29,04 0,45 1,55
Charge 1 22 28,26 0,36 1,28
Charge 2 22 28,90 0,27 0,93
Lauf 2
Charge 3 22 28,84 0,26 0,91
Charge 4 22 28,94 0,31 1,08
Charge 1 22 27,87 0,39 1,40
Charge 2 22 28,35 0,32 1,12
Lauf 3
Charge 3 22 28,52 0,28 0,97
Charge 4 22 28,94 0,32 1,09
Gesamtzahl an Proben = 264
C;-Mittelwert insgesamt = 28,70

Tabelle 3. Prézision beim Complex-200-Protokoll bei Anwendung eines unternehmens-

eigenen C.-trachomatis-Assays

Inter-Chargen-Prdzision im

Prazision zwischen

selben Lauf (Spyp) Laufen (Sg) Gesamt (S,)
SD 0,46 0,26 0,53
CV (%) 1,60 0,91 1,84




Tabelle 4. Wiederholprézision beim Complex-400-Protokoll bei Anwendung eines unter-

nehmenseigenen C.-trachomatis-Assays

Lauf Charge n C;-Mittelwert SD CV (%)
Charge 1 22 27,32 0,43 1,57
Charge 2 22 27,35 0,37 1,37
Lauf 1
Charge 3 22 27,54 0,44 1,61
Charge 4 22 27,37 0,57 2,08
Charge 1 22 28,07 0,46 1,62
Charge 2 22 28,42 0,55 1,93
Lauf 2
Charge 3 22 28,47 0,55 1,95
Charge 4 22 28,61 0,32 1,11
Charge 1 22 27,85 0,53 1,89
Charge 2 22 28,60 0,44 1,53
Lauf 3
Charge 3 22 28,09 0,87 3,11
Charge 4 22 28,23 0,35 1,24

Gesamtizahl an Proben = 264

C;-Mittelwert insgesamt = 27,99

Tabelle 5. Préazision beim Complex-400-Protokoll bei Anwendung eines unternehmens-

eigenen C.-trachomatis-Assays

Inter-Chargen-Prazision im Prazision zwischen
selben Lauf (Spyp) Laufen (Sg) Gesamt (S,)
SD 0,51 0,52 0,73

CV (%) 1,83 1,87 2,62




Tabelle 6. Wiederholprézision beim Complex-800-Protokoll bei Anwendung eines unter-

nehmenseigenen C.-trachomatis-Assays

Lauf Charge n C;-Mittelwert SD CV (%)
Charge 1 22 26,04 0,34 1,32
Charge 2 22 26,07 0,43 1,66
Lauf 1
Charge 3 22 26,81 0,47 1,76
Charge 4 22 26,10 0,41 1,59
Charge 1 22 26,17 0,29 1,10
Charge 2 22 26,35 0,43 1,65
Lauf 2
Charge 3 22 26,11 0,34 1,31
Charge 4 22 26,15 0,37 1,41
Charge 1 22 26,05 0,33 1,25
Charge 2 22 26,32 0,54 2,04
Lauf 3
Charge 3 22 25,72 0,41 1,60
Charge 4 22 26,59 0,48 1,81

Gesamtizahl an Proben = 264

C;-Mittelwert insgesamt = 26,20

Tabelle 7. Préazision beim Complex-800-Protokoll bei Anwendung eines unternehmens-

eigenen C.-trachomatis-Assays

Inter-Chargen-Prazision im Prazision zwischen
selben Lauf (Spyp) Laufen (Sg) Gesamt (S,)
SD 0,46 0,00 1,76

CV (%) 0,46 0,00 1,76




Berechneter Titer

Vorbehandlung viskoser Proben und Lyse grampositiver Bakterien

Sputum-Proben wurden mit definierten Volumina einer Suspensionskultur von Mycobacterium
tuberculosis versetzt (,gespikt”). Die Proben wurden dann im Verhdltnis 1:1 mit Sputasol verdinnt,
um sie zu verflissigen, und anschlieBend fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Aliquots (1 ml) der
verflussigten Probe wurden dann bei 5000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert. Die erhaltenen Pellets
wurden in Lysozym-Lésung (500 ul) resuspendiert und fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dabei
wurden drei Lysozym-Lésungen verwendet, die jeweils aus einer von drei unterschiedlichen
Chargen Lysozym stammten. Aus 200 ul dieser mit Lysozym behandelten Proben wurde dann die
M.-tuberculosis-DNA nach dem Complex-200-Protokoll mit dem QIAsymphony SP oder manuell
unter Verwendung des QlAamp DNA Mini Kits isoliert. Die resultierenden Eluate wurden mittels

eines unternehmenseigenen Real-Time-PCR-Assays analysiert, der spezifisch ist fir M. tuberculosis.
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Abbildung 2. Vorbehandlung viskoser Proben und Lyse grampositiver Bakterien.




Nukleinsdure-Stabilitat im Eluat
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Abbildung 3. Stabilitét von HIV-RNA in den Eluaten. Ein in Urin gegebener HIV-RNA-Standard
wurde unter Anwendung des Complex-200-Protokolls mit dem QIAsymphony SP gereinigt. Die
Eluate wurden anschlieBend H for bis zu 24 Stunden bei 37 °C bzw. Eﬂjr bis zu 31 Tage bei 5 °C

inkubiert. FOr die HIV-Bestimmung zu festgelegten Zeitpunkten wurde ein unternehmenseigener
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HIV-spezifischer Real-Time-PCR-Assay verwendet. Die Eluate wurden jeweils als Achtfach-

bestimmung (8 Replikate) analysiert.
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Abbildung 4. Stabilitét von CMV-DNA in den Eluaten. Ein in Urin gegebener CMV-DNA-
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Standard wurde unter Anwendung des Complex-200-Protokolls mit dem QIAsymphony SP
gereinigt. Die Eluate wurden anschlieBend a fur bis zu 24 Stunden bei 37 °C bzw. E for bis zu
31 Tage bei 5 °C inkubiert. Fir die CMV-Bestimmung zu festgelegten Zeitpunkten wurde ein
unternehmenseigener CMV-spezifischer Real-Time-PCR-Assay verwendet. Die Eluate wurden jeweils

als Achtfachbestimmung (8 Replikate) analysiert.
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Aktuelle Lizenzinformationen und produkispezifische Anwendungseinschrénkungen finden Sie im
jeweiligen QIAGEN Kit- oder Geréte-Handbuch. QIAGEN Kit- und Gerate-Handbicher stehen
unter www.giagen.com zur Verfigung oder kénnen Sie vom QIAGEN Technischen Service oder

dem fir Sie zustéindigen AuBendienstmitarbeiter oder Distributor anfordern.

Warenzeichen/Markennamen: QIAGEN®, QlAsymphony® (QIAGEN-Gruppe).
Juli-11 © 2011 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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