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Duplex TBEV qRT-PCR Kit

Zawartos¢ zestawu
Nr kat. Nr kat.
E0461-01 E0461-02
Sktadnik 50 reakcji po 20 pl 100 reakcji po 20 pl
TBEV Buffer Mix 2 x 360 ul 4 x 360 pl
brazowa probdéwka
TBEV Enzyme Mix 45 ul 90 ul
pomaranczowa nakretka
IC-internal control 1 x 500 pl 2 x 500 pl
niebieska nakretka
PC-positive control 1 x 100 pl 1 x 200 pl
czarna nakretka
RNase free water 1 x 500 pl 1 x 500 pl

przezroczysta nakretka

Przechowywanie

Wszystkie sktadniki zestawu nalezy przechowywac w temperaturze -20°C. Unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (> 2),
poniewaz moze to zmniejszy¢ czutos¢ testu. Odczynnik nalezy zamrozi¢ w mniejszych porcjach, jesli jest uzywany tylko sporadycznie.

Opis

Duplex TBEV gRT-PCR Kit jest gotowym do uzycia zestawem do wykrywania RNA wirusa TBEV (wirus kleszczowego zapalenia

mozgu) w probkach tkanek zwierzecych (kleszcz, cztowiek).

Zestaw umozliwia wykrywanie wszystkich trzech podtypéw wirusa TBEV: europejskiego, syberyjskiego i dalekowschodniego.

Zestaw zawiera niezbedne odczynniki do amplifikacji fragmentu genomu wirusa TBEV, ktérego wykrywanie opiera sie na

specyficznej sondzie znakowanej barwnikiem FAM.

Dodatkowo zestaw zawiera drugi, heterologiczny system amplifikacji do monitorowania poprawnosci procesu izolacji RNA i

identyfikacji mozliwej inhibicji reakcji PCR. Kontrola wewnetrzna sktada sie z egzogennego fragmentu kwasu nukleinowego,

starteréw i sondy znakowanej barwnikiem HEX. Amplifikacja kontroli wewnetrznej nie zaktéca procesu amplifikacji RNA wirusa

TBEV i potwierdza poprawno$¢ procesu izolacji RNA oraz reakcji PCR.

Kontrola wewnetrzna (IC-internal control) moze by¢ dodana na etapie izolacji RNA (pkt a) - wtedy stanowi zaréwno kontrole

procesu oczyszczania RNA (kontrole ekstrakgji), jak i inhibicji reakcji PCR lub wytacznie na etapie PCR (pkt b) - do oceny jakosci

oczyszczonego RNA i inhibicji reakcji PCR.

a. Kontrole wewnetrzng IC nalezy dodac do buforu lizujgcego lub mieszaniny buforu lizujgcego i pobranej prébki (nie dodawacé
bezposrednio do pobranej probki) w ilosci 0,1 pl na kazdy 1 pl objetosci elucji. Oznacza to, ze w przypadku elucji buforem
elucyjnym o objetosci 50 ul nalezy zastosowac 5 pl IC w procesie izolacji RNA. Zaleca sie uzywanie no$nikowego (carrier) RNA
przy izolacji wirusowego RNA. Nosnikowe RNA zwieksza wydajnos$¢ wigzania RNA do membran krzemionkowych w obecnosci
niewielkich iloéci materiatu genetycznego w prébce oraz zmniejsza prawdopodobienstwo degradacji wirusowego RNA.

b. Kontrole wewnetrzna IC nalezy doda¢ do mieszaniny reakcyjnej w ilosci 0,5 pl na kazde 25 ul reakcji PCR.

TBEV Buffer Mix zawiera zoptymalizowany bufor reakcyjny, dNTPs, startery, sondy i barwnik referencyjny ROX, natomiast TBEV
Enzyme Mix zamiera smART Odwrotng Transkryptaze i onTaqg Polimeraze DNA.

onTaq Polimeraza DNA jest zmodyfikowanym enzymem typu ,hotstart”, ktéry jest blokowany w niskich/umiarkowanych
temperaturach, co umozliwia przygotowanie reakcji w temperaturze pokojowe;.

Barwnik referencyjny ROX zawarty w TBEV Buffer Mix 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. ROX kompensuje zmiany sygnatu fluorescencyjnego miedzy dotkami z powodu niewielkich
réznic w objetosci reakcji i fluktuacji fluorescencji. Obecnos¢ barwnika ROX nie koliduje z PCR w czasie rzeczywistym na
urzadzeniach niewymagajacych tego barwnika referencyjnego.

RNA z tkanek nalezy wyizolowac przy pomocy dowolnego zestawu dedykowanego do oczyszczania catkowitego RNA i RNA
wirusowego.
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Protokét

Przygotowanie reakcji PCR:

Sktadnik reakcji Kontrola negatywna | Kontrola negatywna| Kontrola pozytywna Prébka RNA Kontrola pozytywna

amplifikacji -NAC ekstrakcji-NEC ekstrakgcji-PEC TBEV-TPC

TBEV Buffer Mix 14,2 ul 14,2 ul 14,2 ul 14,2 ul 14,2 pl

TBEV Enzyme Mix 0,8 ul 0,8 ul 0,8 ul 0,8 ul 0,8 ul

IC-internal control - - - 0,5 ul 0,5 ul

(opcjonalnie)

PC-positive control - - - - S5ul

Probka - 5ul - - -

oczyszczonej H,0/

oczyszczonej kontroli - - 5ul - -

wewnetrznej/

oczyszczonego RNA - - . Sl .

RNase free water 5ul - - - -

Objetosc reakcji 20 ul 20 ul 20 pl 20-20,5 ul 20-20,5 ul

Uwagi:

1. Jesli producent urzadzenia real-time PCR nie zaleca inaczej, reakcje nalezy nastawia¢ w objetosci 20 pl.

2.

Wszystkie roztwory nalezy rozmrozi¢, delikatnie wymieszac i krétko odwirowaé. TBEV Enzyme Mix powinien by¢ trzymany na lodzie,
natomiast reakcje moga by¢ przygotowywane w temperaturze pokojowej. Nalezy unika¢ wielokrotnego (powyzej 2x) rozmrazania i
zamrazania TBEV Buffer Mix, poniewaz moze to wptyna¢ negatywnie na czutos¢ reakcji.
Przygotowac reakcje PCR zgodnie z powyzsza tabela.
Doda¢:

5 ul wody (kontrola negatywna amplifikacji-NAC),

5 ul wody oczyszczonej zgodnie z procedurg izolacji RNA (kontrola negatywna ekstrakcji-NEC),

5 ul kontroli wewnetrznej oczyszczonej zgodnie z procedurg izolacji RNA (kontrola pozytywna ekstrakcji-PEC),

5 ul oczyszczonego RNA (prébka RNA),

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

Niedodanie 0,5 ul Internal Control w reakcji kontroli pozytywnej TBEV-TPC spowoduje otrzymanie sygnatu wytacznie w kanale
FAM. W celu otrzymania sygnatu zaréowno w kanale FAM jak i HEX, nalezy doda¢ do reakcji 0,5 ul IC-internal control. Zwiekszenie
objetosci reakcji PCR dla kontroli pozytywnej TBEV-TPC o 0,5 ul do 20,5 ul (w przypadku przygotowania jednego mixu reakcyjnego
dla prébek RNA i kontroli) nie wptywa negatywnie na wydajnos¢ reakcji PCR.

Kroétko zwirowad, aby osadzi¢ roztwory na dnie probéwek i usunaé pecherzyki powietrza. Przygotowane reakcje umiescic¢

w termocyklerze zaprogramowanym zgodnie z ponizsza tabela.
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Warunki reakcji PCR:

Etap Temperatura Czas llos¢ cykli

Odwrotna transkrypcja 50°C 10 min

Denaturacja wstepna 95°C 10 min 1

Denaturacja

o

Przytaczanie starteréw/ 75°C 28 45

wydtuzanie 60°C 60s

Chtodzenie 4°C o0 1
Uwagi:

1. Nalezy stosowac standardowe tempo zmian temperatury reakcji PCR (ang. standard ramp, standard mode).

2. Analiza fluorescencyjna w kanatach FAM, HEX powinna by¢ wykonywana przez urzadzenie na koncu etapu wydtuzania. W kanale
FAM wykrywany jest fragment genomu TBEV, natomiast w kanale HEX kontrola wewnetrzna—egzogenny fragment kwasu
nukleinowego.

Interpretacja wynikéw:

Rodzaj probki Kanat FAM Kanat HEX Wynik
Kontrola negatywna amplifikacji-NAC - - prawidtowy
Kontrola negatywna ekstrakcji-NEC - - prawidtowy
Kontrola pozytywna ekstrakcji-PEC - + prawidtowy

Kontrola pozytywna targetu TBEV-TPC
(-1C) t .

prawidtowy
(+1C) + +
1 - + negatywny TBEV
2 + + pozytywny TBEV'
3 + - pozytywny TBEV*
4 - - nieprawidtowy

This product is developed, designed and sold exclusively for in vitro use only.

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

Uwagi:

1.

2.

3.

4.

5.

Test mozna uznac 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,
kontrola pozytywna ekstrakcji-PEC (w przypadku, gdy oczyszczono IC zgodnie z procedurg izolacji RNA) daje sygnat wytacznie
w kanale HEX,
kontrola pozytywna TBEV-TPC daje sygnat wytacznie w kanale FAM, gdy nie dodano do reakcji IC lub w obu kanatach (FAM
i HEX), gdy dodano do reakgji IC.
Prébka RNA jest pozytywna (TBEV™) i test mozna uznac za prawidtowy jesli:
spetnione sg warunki punktu 1,
prébka daje sygnat w kanale FAM, zaréwno przy obecnosci, jak i braku sygnatu w kanale HEX.
W sytuacjach, gdy reakcja jest silnie dodatnia (reakcja majaca w kanale FAM Cs ponizej 20 cyklu), prébka moze dawaé staby
sygnat lub catkowicie nie dawac sygnatu w kanale HEX. Przyczyng tego zjawiska jest wspotzawodnictwo miedzy reakcjami
amplifikacji RNA wirusa TBEV i kontroli wewnetrznej (IC).
Prébka RNA jest negatywna (TBEV') i test mozna uznaé za prawidtowy jesli:
spetnione sg warunki punktu 1,
probka 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
(w przypadku dodania kontroli wewnetrznej do procesu izolacji RNA), badz wytacznie o braku inhibicji PCR (w przypadku dodania
kontroli wewnetrznej do mieszaniny reakcyjnej PCR). Bardzo wysokie wartosci Ct (>34) w kanale HEX moga wskazywac na
czesciowa inhibicje reakcji PCR. Z kolei catkowity brak sygnatu w kanale HEX, przy jednoczesnym braku sygnatu w kanale FAM,
moze wskazywacé na catkowitg inhibicje reakcji PCR lub niedodanie RNA do reakcji PCR przy jednoczesnym dodaniu kontroli
wewnetrznej w procesie izolacji RNA. W takim wypadku zaleca sie 10-krotne rozcienczenie prébki lub powtoérzenie izolacji RNA
i ponowne wykonanie reakcji PCR.
Brak sygnatu dla kontroli pozytywnej TBEV-TPC wskazuje na btad w przygotowaniu reakcji PCR.
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