QIAsymphony® DSP Virus/Pathogen Kit

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kitovi namijenjeni su za uporabu jedino u kombinaciji s
QlAsymphony SP. QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kitovi omoguéuju reagense za potpuno
automatizirano i istovremeno prodi$éavanie virusnih nukleinskih kiselina iz seruma, plazme ili CSF-
a ili virusnih nukleinskih kiselina i bakterijske DNA iz razli¢itih materijala, ukljuéujuéi respiratorne
uzorke kao $to su brisevi, aspirati, sputum, bronhoalveolarni lavat (BAL), kao i mokraéa i
urogenitalni brisevi (cervikalni i bris uretre). Kitovi se mogu koristiti za proci$¢avanje nukleinskih
kiselina iz $irokog raspona DNA i RNA virusa kao i bakterijske DNA iz Gram-pozitivnih i Gram-
negativnih bakterija. Medutim, karakteristike izvedbe nisu zajoméene za svaku vrstu virusa ili

bakterija te ih treba validirati korisnik.

Karakiteristike izvedbe

Linearni raspon

Linearni raspon QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kita vrednovan je koriste¢i HIV-1 RNA kao
primjer virusa. Ispitivanja su provedena s razriedenjima kvantificiranih virusnih panela naginjenih u
HIV-1 negativnoj ljudskoj plazmi. Ispitane su serije razriedivanja sa 7 razliéitih titrova virusa, svaka
u do 6 ponavljanja. Linearni raspon QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kita odreden je postupkom
za HIV-1 pomod¢u vlastite (in-house) RT-PCR metode (Slika 1). Virusne nukleinske kiseline su

prodiséene iz uzoraka volumena 1000 ul s volumenom eluiranja od 60 ul.
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Slika 1. Linearni raspon prinosa koristeéi Virus Cellfree 1000 protokol. Linearni raspon Virus .....

Cellfree protokola je odreden koridtenjem serije razriedenja virusa i vlastite RT-PCR metode za HIV- QMEN@
1 RNA virus.
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Preciznost

Standardna odstupanja (SD) i koeficijenti varijacije (CV) odredeni su za serije razriedivanja HIV-1 u
linearnom rasponu pomoéu odgovarajuée metode koja je slijedila. Za ispitivanje preciznosti
koridtena je ista metoda odredivanja HIV-1 RNA virusa kao i za odredivanije linearnog raspona
(Slika 1). Podaci preciznosti u seriji prikazani su u Tablici 1. Za svaki dio panela ekstrakcija je

ponovliena 5 ili 6 puta na QIAsymphony SP.

Tablica 1. Preciznost u seriji Virus Cellfree 1000 protokola koristeéi vlastitu RT-PCR metodu
za HIV-1 RNA virus.

Dio SD (log
panela 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

Ponovljivost Complex 200, 400 i 800 protokola

Chlamydia trachomatis DNA pro¢i$¢ena je na QIAsymphony SP iz 200, 400 i 800 pl mokraée te
eluirana u 110 pl. Za svaki protokol (Complex200 V5 DSP, Complex400 V3 DSP i
Complex800 V5 DSP), jedan je operater proveo 3 zasebna odredivanja na istom uredaju, kroz 3

razli¢ita dana, pri éemu se svako odredivanie sastojalo od 4 serije od po 22 uzorka.




Tablica 1. Ponovljivost Complex 200 protokola koristeéi vlastitu metodu za C. trachomatis

Sredniji
Odredivanje Serija n C; SD CV (%)
Serija 1 22 28.74 0.32 1.10
Odredivanie Serija 2 22 29.03 0.49 1.68
1 Serija 3 22 29.00 0.53 1.84
Serija 4 22 29.04 0.45 1.55
Serija 1 22 28.26 0.36 1.28
Odredivanie Serija 2 22 28.90 0.27 0.93
2 Serija 3 22 28.84 0.26 0.91
Serija 4 22 28.94 0.31 1.08
Serija 1 22 27.87 0.39 1.40
Odredivanie Serija 2 22 28.35 0.32 1.12
3 Serija 3 22 28.52 0.28 0.97
Serija 4 22 28.94 0.32 1.09
Ukupni broj uzoraka = 264
Srednja vrijednost svih odredivanja = 28.70

Tablica 2. Preciznost Complex 200 protokola koristeéi vlastitu metodu za C. trachomatis

Izmedu serija

unutar istog

odredivanja Izmedu
(Spwr) odredivanija (Sg) Ukupno (S,)
SD 0.46 0.26 0.53

CV (%) 1.60 0.91 1.84




Tablica 3. Ponovljivost Complex 400 protokola koristeéi vlastitu metodu za C. trachomatis

Sredniji
Odredivanje Serija n C; SD CV (%)
Serija 1 22 27.32 0.43 1.57
Odredivanje  S€Tila 2 22 27.35 0.37 1.37
1 Serija 3 22 27.54 0.44 1.61
Serija 4 22 27.37 0.57 2.08
Serija 1 22 28.07 0.46 1.62
Odredivanje  SeTila 2 22 28.42 0.55 1.93
2 Serija 3 22 28.47 0.55 1.95
Serija 4 22 28.61 0.32 1.11
Serija 1 22 27.85 0.53 1.89
Odredivanje  Sefiia 2 22 28.60 0.44 1.53
3 Serija 3 22 28.09 0.87 3.11
Serija 4 22 28.23 0.35 1.24

Ukupni broj uzoraka = 264

Srednja vrijednost svih odredivanja = 27.99

Tablica 4. Preciznost Complex 400 protokola koristeéi vlastitu metodu za C. trachomatis

Izmedu serija

unutar istog

odredivanja Izmedu
(Spwr) odredivanija (Sg) Ukupno (S,)
SD 0.51 0.52 0.73

CV (%) 1.83 1.87 2.62




Tablica 5. Ponovljivost Complex 800 protokola koristeéi vlastitu metodu za C. trachomatis

Sredniji
Odredivanje Serija n C; SD CV (%)
Serija 1 22 26.04 0.34 1.32
Odredivanje  S€Tila 2 22 26.07 0.43 1.66
1 Serija 3 22 26.81 0.47 1.76
Serija 4 22 26.10 0.41 1.59
Serija 1 22 26.17 0.29 1.10
Odredivanje  SeTila 2 22 26.35 0.43 1.65
2 Serija 3 22 26.11 0.34 1.31
Serija 4 22 26.15 0.37 1.41
Serija 1 22 26.05 0.33 1.25
Odredivanje  Sefiia 2 22 26.32 0.54 2.04
3 Serija 3 22 25.72 0.41 1.60
Serija 4 22 26.59 0.48 1.81

Ukupni broj uzoraka = 264

Srednja vrijednost svih odredivanja = 26.20

Tablica 6. Preciznost Complex 800 protokola koristeéi vlastitu metodu za C. trachomatis

Izmedu serija

unutar istog

odredivanja Izmedu
(Spwr) odredivanija (Sg) Ukupno (S,)
SD 0.46 0.00 1.76

CV (%) 0.46 0.00 1.76




Pretretiranje viskoznih uzoraka i liziranje Gram-pozitivnih bakterija

Uzorcima sputuma dodani su odredeni volumeni suspenzije kulture Mycobacterium tuberculosis.
Uzorci su pomije$ani sa Sputasolom u omijeru 1:1 zbog likvefakcije i zatim inkubirani na 37°C kroz
30 minuta. Alikvoti (1 ml) likvefaciranog uzorka centrifugirani su na 5000 x g kroz 10 minuta.
Talozi su resuspendirani u otopini lizozima (500 ul) i inkubirani na 37°C kroz 30 minuta. Koristene
su fri ofopine lizozima, svaka je sadrzavala 1 od 3 razli¢ita lota lizozima. M. tuberculosis DNA je
proti§¢ena iz tih lizozimom tretiranih uzoraka (200 pl) koristeéi Complex 200 protokol na
QIlAsymphony SP ili ru¢no koristeéi QlAamp DNA Mini Kit. Eluati su analizirani koriste¢i ponovo

vlastitu PCR metodu u stvarnom vremenu specifi¢nu za M. tuberculosis.
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Slika 2. Pretretiranije viskoznih uzoraka i liziranje Gram-pozitivnih bakterija.




Stabilnost elvata
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Slika 3. Stabilnost HIV RNA u eluatima. HIV standardni materijal dodan u mokraéu proéiéen je
na QIAsymphony SP koriste¢i Complex 200 protokol. Eluati su inkubirani a kroz 24 sata na 37°C, i

kroz 31 dan na 5°C. Za detekciju HIV-a u redovnim je vremenskim to¢kama koritena vlastita
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PCR metoda u stvarnom vremenu. Eluati su analizirani u ponavljanjima od 8.
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Slika 4. Stabilnost CMV u eluatima. CMV standardni materijal dodan u mokraéu proéiséen je na
QIAsymphony SP koriste¢i Complex 200 protokol. Eluati su inkubirani H kroz 24 sata na 37°C, i E

kroz 31 dan na 5°C. Za detekciju CMV-a u redovnim je vremenskim to¢kama koridtena vlastita
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PCR metoda u stvarnom vremenu. Eluati su analizirani u ponavljanjima od 8.




Za azurirane informacije o licenciranju te za proizvode specifi¢na ogranienja, pogledaite

odgovarajuéi  QIAGEN  priruénik ili uputu. QIAGEN priruénici i upute dostupni

SuU

na

www.giagen.com ili ih mozZete zatraZiti od QIAGEN-ove tehni¢ke podrske ili Vaseg lokalnog

distributera
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