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		FREMGANGSMÅTE BIOTYPER DT (Direct transfer) 

OPPSETT UTFØRES PÅ BENK

	
1. Bruk en tannpirker og avsett litt materiale fra en enkeltliggende koloni på spot. Forsøk å få et jevnt, tynt lag for best mulig resultat. Bytt tannpirker for hver spot. For raskere tørking av BTS kan FAST-shuttle benyttes.

2. Tilsett 1 µL matrix. Bytt pipettespiss mellom hver spot.

3. Tørk plate i romtemperatur (eventuelt på FAST-shuttle.)

4. Scan og kjør plate inn i instrumentet. I "Sample type": velg "BTS" for spot med BTS og "Sample" for prøver. I "Preparation protocol": velg DT. Trykk "Run-knappen".




	FREMGANGSMÅTE BIOTYPER eDT (Extended Direct Transfer)
OPPSETT UTFØRES I AVTREKK VED FÆCESPLASS MED NITRILHANSKER

	
1. Bruk en tannpirker og avsett litt materiale fra en enkeltliggende koloni på spot. Forsøk å få et jevnt, tynt lag for best mulig resultat. Bytt tannpirker for hver spot. For raskere tørking av BTS kan FAST-shuttle benyttes.

2. Tilsett 1 µl 70 % maursyre på pasientprøve. OBS! Benytt hansker og avtrekk. 

3. Tørk plate i romtemperatur eller på FAST-shuttle.

4. Tilsett 1 µl matrix. Bytt pipettespiss mellom hver spot.

5. Tørk plate i romtemperatur eller på FAST-shuttle.

6. Scan og kjør plate inn i instrumentet. I "Sample type": velg "BTS" for spot med BTS og "Sample" for prøver. I "Preparation protocol": velg eDT. Trykk "Run-knappen".




	FREMGANGSMÅTE BIOTYPER EXT (Ekstraksjon)
OPPSETT UTFØRES I AVTREKK VED FÆCESPLASS MED NITRILHANSKER

	1. Pipetter 300 µl HPLC-gradert vann i et eppendorfrør. 
2. Benytt 1 µl øse til å overføre kolonier og vortex suspensjonen godt.
3. Tilfør 900 µl ren etanol og vortex suspensjonen godt.
4. Sentrifuger ved 13-15.000 rpm i 2 minutter.
5. Fjern supernatant med pipette uten å røre nedsentrifugert pellet.
6. Gjenta steg 4 og 5.
7. Lufttørk pellet i 5 minutter ved romtemperatur.
8. Pipetter 25 µL 70 % maursyre og bland med pipettespissen til pelleten er respuspandert.
9. Pipetter 25 µL ACN og bland med pipettespissen 2-3 ganger.
10. Sentrifuger ved 13-15.000 rpm i 2 minutter. 
11. Overfør 1 µL av supernatant til spot på maldiplate. For raskere tørking kan FAST-shuttle benyttes. Ekstraktet kan oppbevares opp til 4 timer ved romtemperatur.
12. Tilsett 1 µl matrix. Bytt pipettespiss mellom hver spot.
13. Tørk plate i romtemperatur eller på FAST-shuttle.
14. Scan og kjør plate inn i instrumentet. I "Sample type": velg "BTS" for spot med BTS og "Sample" for prøver. I "Preparation protocol": velg Ext. Trykk "Run-knappen".




	FREMGANGSMÅTE SEPSITYPER DT og eDT
AVSETTING AV PRØVEMATERIALE I EPPENDORFRØR UTFØRES SAMTIDIG MED UTSÆD
VIDERE ARBEID UTFØRES I AVTREKK VED FÆCESPLASSEN

	
1. Benytt nål til å overføre 1 mL blod fra blodkulturflaske til et eppendorfrør. PUNKT 1 UTFØRES I AVTREKK PÅ PRØVEPLASS, VIDERE ARBEID FRA PUNKT 2-8 UTFØRES I AVTREKK VED FÆCESPLASS.

2. Tilsett 200 µL lyseringsbuffer og vortex i ca. 10 sekunder

3. Sentrifuger i 2 minutter ved 13000-15000 rpm.

4. Pipetter av supernatant.

5. Tilsett 1 ml vaskebuffer med en engangspipette og resuspender ved å pipettere opp og ned. Vortex så i  3 sekunder.

6. Sentrifuger i 1 minutt ved 13000-15000 rpm. Trinn 6 kan repeteres dersom væsken fortsatt ser blodig ut.

7. Fjern all supernatant forsiktig med eppendorfpipette. 

8. Gjennomfør DT-prosedyre (eventuelt eDT-prosedyre) fra pellet. OBS! Velg modul Sepsityper i "Sample type" før kjøring av plate. Pelleten som er igjen kan oppbevares ved romtemperatur i 1 time.




	FREMGANGSMÅTE SEPSITYPER EXT (Ekstraksjon)
OPPSETT UTFØRES I AVTREKK VED FÆCESPLASS MED SMITTEFRAKK OG NITRILHANSKER

	Benytt pellet fra DT-prosedyre (holdbar 1 time).

1. Pipetter 300 µl HPLC-grad vann i eppendorfrør med sepsityper pellet og resuspender med pipette. 
2. Tilfør 900 µl ren etanol og vortex suspensjonen i ca. 10 sekunder.
3. Sentrifuger ved 13-15.000 rpm i 2 minutter.
4. Fjern supernatant med pipette uten å røre nedsentrifugert pellet.
5. Gjenta steg 3 og 4.
6. Lufttørk pellet i 5 minutter ved romtemperatur.
7. Pipetter 2-50 µL 70 % maursyre og bland med pipettespissen til pelleten er respuspendert. Jo mindre pelleten er, desto lavere volum bør benyttes.
8. Pipetter samme mengde ACN og bland med pipettespissen 2-3 ganger.
9. Sentrifuger ved 13-15.000 rpm i 2 minutter. 
10. Overfør 1 µL av supernatant til spot på maldiplate. For raskere tørking kan FAST-shuttle benyttes. Ekstraktet kan oppbevares opp til 4 timer ved romtemperatur.
11. Tilsett 1 µl matrix. Bytt pipettespiss mellom hver spot. Må tilsettes innen 30 minutter etter at spot har tørket.
12. Tørk plate i romtemperatur eller på FAST-shuttle.
13. Scan og kjør plate inn i instrumentet. I "Sample type": velg "BTS" for spot med BTS og "Sepsityper" for prøver. I "Preparation protocol": velg Ext. Trykk "Run-knappen".






	FREMGANGSMÅTE FILAMENTØSE SOPP MyT (Mycelium Transfer)
OPPSETT UTFØRES I AVTREKK VED FÆCESPLASS MED SMITTEFRAKK OG NITRILHANSKER
OBS! Må kun utføres på engangsplater

	1. Pipetter 1 µL 70 % maursyre til tildelt spot.

2. Dypp en tannpirker i maursyredråpen og høst så fremre mycel ved å rulle tannpirkeren langs kanten. 

3. Avsett materialet på samme spot.

4. La tørke i avtrekk.

5. Tilsett 1 µl matrix. Bytt pipettespiss mellom hver spot.

6. Tørk plate i romtemperatur eller på FAST-shuttle.

7.  Scan og kjør plate inn i instrumentet. I "Sample type": velg "BTS" for spot med BTS og "Filamentous fungi" for prøver. I "Preparation protocol": velg MyT. Trykk "Run-knappen".



	FREMGANGSMÅTE FILAMENTØSE SOPP EXT (Ekstraksjon)
OPPSETT UTFØRES I AVTREKK VED FÆCESPLASS MED SMITTEFRAKK OG NITRILHANSKER
OBS! Må kun utføres på engangsplater

	1. Pipetter 300 µl HPLC-grad vann i et eppendorfrør. 
2. Benytt tannpirker til å overføre mycel og vortex suspensjonen i minst 10 sekunder. (Det kan være enklere å overføre materiale om man dypper tannpirker i vannet først.)
3. Tilfør 900 µl ren etanol og vortex igjen.
4. Sentrifuger ved 13-15.000 rpm i 2 minutter.
5. Fjern supernatant med pipette uten å røre nedsentrifugert pellet. Vær forsiktig da det er stor sjanse for å miste pellet.
6. Sentrifuger kort og fjern siste rest av alkohol.
7. Lufttørk pellet i romtemperatur til den er helt tørr. Det er viktig at det ikke ses noe fukt langs veggen i røret, men pelleten skal være "fuktig".
8. Pipetter 70 % maursyre og bland med pipettespissen til pelleten er respuspandert. Volum skal tilsvare størrelse på pellet. En veldig liten pellet kan tilsi 10-20 µL, mens en stor pellet kan kreve opp mot 100 µL.
9. Pipetter tilsvarende mengde ACN og bland med pipettespissen inntil løsningen er fullstendig resuspensert.
10. Sentrifuger ved 13-15.000 rpm i 2 minutter. 
11. Overfør 1 µL av supernatant til spot på maldiplate. For raskere tørking kan FAST-shuttle benyttes. Ekstraktet kan oppbevares opp til 4 timer ved romtemperatur.
12. Tilsett 1 µl matrix. Bytt pipettespiss mellom hver spot.
13. Tørk plate i romtemperatur eller på FAST-shuttle.
14. Scan og kjør plate inn i instrumentet. I "Sample type": velg "BTS" for spot med BTS og "Filamentous fungi" for prøver. I "Preparation protocol": velg Ext. Trykk "Run-knappen".




Intern

Intern

Intern

