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X BIOLOGY Produkt przeznaczony wytacznie do uzytku laboratoryjnego/

PRODUCTS weterynaryjnego, do diagnostyki in vitro

Blue Avian IAV Fast gRT-PCR Kit
(zestaw diagnostyczny wykrywajacy fragmenty genomu wirusa grypy typu A u ptakow)

Blue Avian IAV Fast gRT-PCR Kit jest przeznaczony do wykrywania sekwencji RNA specyficznych dla wirusa grypy
typu A w prébkach ptasich. Oczyszczony materiat genetyczny wirusa jest amplifikowany za pomocg real-time RT-PCR
i wykrywany przy pomocy sond specyficznych dla wirusa grypy typu A, znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym FAM.
Identyfikacja wirusa nastepuje na podstawie silnie konserwowanego rejonu w segmencie 7. wirusa kodujacym biatka M1,
M2 oraz rejonu w segmencie 3. kodujgcym biatko PA bedace czescig kompleksu polimerazy RNA. Dodatkowo zestaw
zawiera startery i sonde znakowang barwnikiem HEX umozliwiajgce wykrywanie fragmentu ptasiego genu ACTB,
kodujacego beta-aktyne a stanowigcego endogenng kontrole wewnetrzng poprawnosci izolacji RNA i reakcji PCR.

Zawartos¢ zestawu

Sktadnik Nr kat. E0444—01 Nr kat. E0444—02
100 reakcji po 25 pul 500 reakcji po 25 pl

IAV Master Mix* 4 x 500 pl 20 x 500 ul
brazowa probowka
Positive Control** 200 ul 1000 pl
czarna nakretka
RNase free Water 1200 pl 5x 1200 pl
przezroczysta nakretka

Przechowywanie

Wszystkie sktadniki zestawu nalezy przechowywaé w temperaturze -20°C.

* Unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (>2), poniewaz moze to zmniejszy¢ czutosc¢ testu. Odczynnik nalezy
zamrozi¢ w mniejszych porcjach, jesli jest uzywany tylko sporadycznie.

** Kontrole pozytywna nalezy przechowywac oddzielnie, z dala od pozostatych sktadnikow zestawu.
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Rodzaje probek RNA, przygotowanie probki RNA

RNA z wymazoéw (z jamy dziobowo-gardtowej, tchawicy, kloaki), prébek tkanek, narzadéw (homogenatéw narzadow,
jelit), probek katu, kart do przechowywania kwaséw nukleinowych (kart FTA) nalezy wyizolowac przy pomocy zestawow
dedykowanych do oczyszczania RNA wirusowego. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcja zalecana przez producenta
zestawu. Wysoka czuto$¢ zestawu pozwala na detekcje wirusa grypy typu A zaréwno w pojedynczych prébkach, jak i w
probkach zmieszanych (pulowanych) w ilo$ci maksymalnie 10 prébek indywidualnych.

Barwnik referencyjny ROX

Barwnik referencyjny ROX zawarty w IAV Master Mix zestawu Blue Avian IAV Fast gRT-PCR Kit umozliwia normalizacje
fluorescencji w niektérych urzadzeniach real-time PCR. Uzycie barwnika referencyjnego ROX jest konieczne

we wszystkich termocyklerach firmy Applied Biosystems i opcjonalne w przypadku termocykleréw firmy Agilent.
Obecnos¢ barwnika ROX nie koliduje z PCR w czasie rzeczywistym na urzadzeniach niewymagajacych tego barwnika
referencyjnego.

Barwnik niebieski

IAV Master Mix zestawu Blue Avian IAV Fast gRT-PCR Kit zawiera obojetny niebieski barwnik, ktéry poprawia
widocznos¢ mieszaniny reakcyjnej i utatwia kontrole procesu pipetowania do probéwek lub dotkéw ptytki PCR.

IAV Positive Extraction Control

Produktem uzupetniajgcym dla zestawu Blue Avian IAV Fast qRT-PCR Kit, ktéry mozna dodatkowo zaméwi¢, jest IAV
Positive Extraction Control (nr kat. E0447). IAV Positive Extraction Control jest roztworem, w postaci liofilizowane;j,
zawierajacym inaktywowany wirus grypy typu A rozcieficzony w supernatancie wymazoéw z tchawicy oraz jamy nosowo-
gardtowej pochodzacych od ptakéw negatywnych wobec wirusa. IAV Positive Extraction Control nalezy podda¢d
procesowi izolacji analogicznie do analizowanych prébek.
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Przygotowanie reakcji PCR:

Sktadnik reakciji Kontrola negatywna | Kontrola negatywna Prébka RNA Kontrola pozytywna
amplifikacji -NAC ekstrakcji-NEC IAV-TPC

IAV Master Mix 20 ul 20 pl 20 ul 20 ul
RNase free Water 5ul - - -
Probka oczyszczonej - 5ul - -
wody lub
probka negatywna
IAV°
Probka RNA - - 5ul -
Positive Control - - - 5l
Objetos¢ reakgc;ji 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul

Uwagi:

1. Jesli producent urzadzenia real time PCR nie zaleca inaczej, reakcje nalezy nastawiac¢ w objetosci 25 pl.

2. Wszystkie roztwory nalezy rozmrozi¢, delikatnie wymieszac i krétko odwirowaé. IAV Master Mix powinien by¢
trzymany na lodzie, natomiast reakcje moga by¢ przygotowywane w temperaturze pokojowej. Nalezy unikac
wielokrotnego (powyzej 2x) rozmrazania i zamrazania IAV Master Mix, poniewaz moze to wptynaé negatywnie na

czutos¢ reakgiji.

3. Przygotowac reakcje PCR zgodnie z powyzszg tabela.

4. Dodac¢:

. 5 pl wody (kontrola negatywna amplifikacji-NAC),

. 5 ul wody lub prébki negatywnej IAV™ oczyszczonych zgodnie z procedurg izolacji RNA (kontrola negatywna
ekstrakcji-NEC),

. 5 wl oczyszczonego RNA (préobka RNA),

. 5 ul Positive Control (kontrola pozytywna IAV-TPC).

5. Krétko zwirowaé, aby osadzi¢ roztwory na dnie probdéwek i usungé pecherzyki powietrza. Przygotowane reakcje

umiesci¢ w termocyklerze zaprogramowanym zgodnie z ponizsza tabela.

Warunki reakcji PCR:

Etap Program standardowy Program szybki llos¢ cykli
Odwrotna transkrypcja 50°C 10 min 50°C 10 min

Denaturacja wstepna 95°C 2 min 95°C 2 min

Denaturacja 95°C 15s 95°C 10s 40
Przytaczanie starteréw/ 60°C 60s 60°C 30s

wydtuzanie
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Uwagi:

1.

Zestaw Blue Avian IAV Fast gRT-PCR Kit umozliwia stosowanie standardowego lub szybkiego programu amplifikacji
PCR zaleznie od preferencji, uzywanego urzadzenia real-time PCR.

Analiza fluorescencyjna w kanatach FAM, HEX powinna by¢ wykonywana przez urzadzenie na korcu etapu
wydtuzania. W kanale FAM wykrywane sa fragmenty genéw M1/M2 oraz PA wirusa grypy typu A, natomiast w
kanale HEX endogenna kontrola wewnetrzna—fragment kwasu nukleinowego ptasiego genu ACTB.

Interpretacja wynikow:

Rodzaj probki Kanat FAM Kanat HEX Wynik
Kontrola negatywna amplifikacji-NAC - - prawidtowy
Kontrola negatywna ekstrakcji-NEC - -/+ prawidtowy
Kontrola pozytywna targetu IAV-TPC + + prawidtowy
Prébka 1 - + negatywny |AV"
Prébka 2 + + pozytywny IAV*
Prébka 3 + - pozytywny IAV*
Prébka 4 - - nieprawidtowy

Uwagi:

1.

Test mozna uznaé za wazny/prawidtowy jesli:
kontrola negatywna amplifikacji-NAC nie daje sygnatu zaréwno w kanale FAM jak i HEX,
kontrola negatywna ekstrakcji-NEC nie daje sygnatu zaréwno w kanale FAM jak i HEX (dla oczyszczonej wody) lub
daje sygnat wytacznie w kanale HEX (dla probki negatywnej IAV),
kontrola pozytywna IAV-TPC daje sygnat w obu kanatach FAM i HEX.
Probka RNA jest pozytywna (IAVY) i test mozna uznaé za prawidtowy jesli:
spetnione sg warunki punktu 1,
probka daje sygnat w kanale FAM, zaréwno przy obecnosci, jak i braku sygnatu w kanale HEX.
W sytuacjach, gdy reakcja jest silnie dodatnia (IAV®), prébka moze dawac staby sygnat lub catkowicie nie dawa¢
sygnatu w kanale HEX. Przyczyng tego zjawiska jest wspétzawodnictwo miedzy reakcjami amplifikacji RNA wirusa
grypy typu A i endogennej kontroli wewnetrzne;j.
Prébka RNA jest negatywna (IAV') i test mozna uznac za prawidtowy jesli:
spetnione sg warunki punktu 1,
prébka daje sygnat wytacznie w kanale HEX.
Obecnos¢ sygnatu fluorescencji w kanale HEX dla danej prébki swiadczy o poprawnosci przebiegu procesu izolacji
RNA i reakcji PCR. Bardzo wysokie wartosci Ct (>34) w kanale HEX mogg wskazywac na cze$ciows inhibicje reakgcji
PCR. Z kolei catkowity brak sygnatu w kanale HEX przy jednoczesnym braku sygnatu w kanale FAM moze wskazywa¢
na catkowitg inhibicje reakcji PCR lub niedodanie RNA do reakcji PCR. W takim wypadku zaleca sie 10-krotne
rozcienczenie probki lub powtérzenie izolacji RNA i ponowne wykonanie reakcji PCR.
Brak sygnatu dla kontroli pozytywnej IAV-TPC wskazuje na btagd w przygotowaniu reakcji PCR.

EURx Ltd. 80-297 Gdansk Poland ul. Przyrodnikéow 3, NIP 957-07-05-191, KRS 0000202039
www.eurx.com.pl, orders@eurx.com.pl, tel. +48 58 524 06 97, fax +48 58 341 74 23


http://www.eurx.com.pl/
mailto:orders@eurx.com.pl

