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MOLECULAR . . .
X BIOLOGY Produkt przeznaczony wytacznie do uzytku laboratoryjnego/

PRODUCTS weterynaryjnego, do diagnostyki in vitro

H5/H7 IAV qRT-PCR Kit

(zestaw diagnostyczny wykrywajacy fragmenty genomu podtypow H5 i H7 wirusa grypy
typu A u ptakow)

H5/H7 1AV gRT-PCR Kit jest przeznaczony do jednoczesnego wykrywania i réznicowania sekwencji RNA specyficznych
dla podtypéw H5 i H7 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 podtypéw H5 i H7 wirusa
grypy typu A. Sonda specyficzna dla podtypu H5 jest znakowana barwnikiem fluorescencyjnym FAM, natomiast sonda
specyficzna dla podtypu H7 jest znakowana barwnikiem fluorescencyjnym HEX. Dodatkowo zestaw zawiera kontrole
wewnetrza (startery, sonde znakowana barwnikiem Texas Red, egzogenny fragment kwasu nukleinowego), co pozwala na
ocene poprawnosci i ewentualnej inhibicji reakcji PCR.

Zawartosc¢ zestawu
Sktadnik Nr kat. EO465
96 reakcji po 25 ul
RT-PCR Mix 2 x990 ul

pomaranczowa nakretka
Primers/Probes 1x2100ul

brazowa probéwka

PC — positive control 1x 150 ul
czarna nakretka

NC — negative control 1x150ul

przezroczysta nakretka

Przechowywanie

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

Unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (>2), poniewaz moze to zmniejszy¢ czutosc¢ testu. Sktadniki zestawu nalezy
zamrozi¢ w mniejszych porcjach, jesli sg uzywane tylko sporadycznie.

Kontrole pozytywna nalezy przechowywa¢ oddzielnie, z dala od pozostatych sktadnikéw zestawu.

Rodzaje probek RNA, przygotowanie prébki RNA

RNA z wymazow (z jamy dziobowo-gardtowej, tchawicy, kloaki), prébek tkanek, narzagdéw (homogenatéw narzadow, jelit),
probek katu, kart do przechowywania kwasow nukleinowych (kart FTA) nalezy wyizolowaé przy pomocy zestawow
dedykowanych do oczyszczania RNA wirusowego. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg zalecang przez producenta
zestawu. Wysoka czutos$c zestawu pozwala na detekcje podtypéw H5 i H7 wirusa grypy typu A zaréwno w pojedynczych
prébkach, jak i w probkach zmieszanych (pulowanych) w ilosci maksymalnie 10 prébek indywidualnych.

Barwnik niebieski

RT-PCR Mix zestawu H5/H7 IAV gRT-PCR Kit zawiera obojetny niebieski barwnik, ktéry poprawia widocznos¢
mieszaniny reakcyjnej i utatwia kontrole procesu pipetowania do probéwek lub dotkéw ptytki PCR.
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Protokét
Przygotowanie Master Mixu:
llos¢ reakgji

Sktadnik reakgji 1 24 2
RT-PCR Mix 18 ul 432 pl 1728 pl
Primers/Probes 2 ul 48 ul 192 ul
Objetos¢ catkowita 20 ul 480 pl 1920 ul
Uwagi:

1. Wszystkie roztwory nalezy rozmrozié¢, wymieszac i krotko odwirowac.

2. Sktadniki zestawu oraz przygotowywane mieszaniny reakcyjne powinny by¢ trzymane na lodzie lub w bloku
chtodzacym.

3. Przygotowac Master Mix zgodnie z powyzszg tabela. Objeto$¢ Master Mixu powinna by¢ wieksza (np. o 10%) od
objetosci potrzebnej do przygotowania catkowitej ilosci reakcji PCR (nalezy uwzglednic straty podczas pipetowania).

4. Master Mix powinien by¢ przygotowywany bezposrednio przed reakcjg PCR (nie zaleca sie przechowywania
przygotowanego Master Mixu).

5. Wymieszaé¢ Master Mix, krétko odwirowac.

6. Dodac 20 ul Master Mixu do probdwki reakcyjnej/dotka ptytki.

Przygotowanie reakcji PCR:

Sktadnik reakgji Kontrola negatywna | Kontrola negatywna Prébka RNA Kontrola pozytywna
amplifikacji-NAC ekstrakcji-NEC H5/H7 IAV-TPC
Master Mix 20 ul 20 ul 20 ul 20 wl
NC — negative control 5ul - - -
Prébka negatywna - 5ul - -
H5/H7 IAV lub
prébka oczyszczonej
wody
Probka RNA - - 5ul -
PC — positive control = = = 5 ul
Objetos¢ catkowita 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
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Uwagi:

=

Przygotowac reakcje PCR zgodnie z powyzszg tabela.

2. Dodac¢:

. 5 pl NC—negative control (kontrola negatywna amplifikacji-NAC),

. 5 ul prébki negatywnej H5/H7 IAV™ lub wody oczyszczonych zgodnie z procedurs izolacji RNA (kontrola
negatywna ekstrakcji-NEC),

. 5 ul oczyszczonego RNA (prébka RNA),

. 5 ul PC—positive control (kontrola pozytywna H5/H7 IAV-TPC).

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

umiesci¢ w termocyklerze zaprogramowanym zgodnie z ponizsza tabela.

w

Warunki reakcji PCR:

Etap Temperatura Czas llos¢ cykli
Odwrotna transkrypcja 50°C 10 min 1
Denaturacja wstepna 95°C 2 min 1
Denaturacja 95°C 10s 40
Przytaczanie starterow/ 60°C 30s

wydtuzanie

Uwagi:

1. Analiza fluorescencyjna w kanatach FAM, HEX, Texas Red/ROX powinna by¢ wykonywana przez urzadzenie na
koncu etapu wydtuzania. W kanatach FAM i HEX wykrywane s3 odpowiednio fragmenty genomu podtypu H5 i H7
wirusa grypy typu A, natomiast w kanale Texas Red/ROX egzogenna kontrola wewnetrzna.

2. W przypadku urzadzen real-time PCR firmy Applied Biosystems analize prowadzi¢ bez udziatu barwnika
referencyjnego ROX.
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Interpretacja wynikéw:

Rodzaj probki Kanat FAM Kanat HEX Kanat Texas Wynik
Red/ROX

Kontrola negatywna amplifikacji-NAC - - + prawidtowy

Kontrola negatywna ekstrakcji-NEC - - + prawidtowy

Kontrola pozytywna + + + prawidtowy

H5/H7 IAV-TPC

Prébka 1 - - + negatywny H5
negatywny H7"
Prébka 2 + - +/- pozytywny H5"
Prébka 3 - + +/- pozytywny H7"
Probka 4 + o +/- pozytywny H5"

pozytywny H7*

Prébka 5 - - - nieprawidtowy

Uwagi:

1. Test mozna uznac za wazny/prawidtowy jesli:

kontrola negatywna amplifikacji-NAC daje sygnat wytacznie w kanale Texas Red/ROX,

kontrola negatywna ekstrakcji-NEC daje sygnat wytacznie w kanale Texas Red/ROX,

. kontrola pozytywna H5/H7 IAV-TPC daje sygnat w kanatach FAM, HEX i Texas Red/ROX.

2. Prébka RNA jest pozytywna dla podtypu H5 wirusa grypy typu A i test mozna uznaé za prawidtowy jesli:
. spetnione sg warunki punktu 1,

. prébka daje sygnat w kanale FAM, zaréwno przy obecnosci, jak i braku sygnatu w kanale Texas Red/ROX.

3. Probka RNA jest pozytywna dla podtypu H7 wirusa grypy typu A i test mozna uznac za prawidtowy jesli:

. spetnione sa warunki punktu 1,

. probka daje sygnat w kanale HEX, zaréwno przy obecnosci, jak i braku sygnatu w kanale Texas Red/ROX.

4. Prébka RNA jest pozytywna jednoczesnie dla podtypéw H5 i H7 wirusa grypy typu A i test mozna uznad za
prawidtowy jesli:

. spetnione sg warunki punktu 1,

. probka daje sygnat w kanatach FAM i HEX, zaréwno przy obecnosci, jak i braku sygnatu w kanale Texas Red/ROX.

W sytuacjach, gdy reakcja jest silnie dodatnia dla podtypu H5 i/lub H7 wirusa grypy typu A (H5"i/lub H7"), prébka
moze dawac staby sygnat lub catkowicie nie dawaé sygnatu w kanale Texas Red/ROX. Przyczyna tego zjawiska jest
wspodtzawodnictwo miedzy reakcjami amplifikacji RNA wirusa grypy typu A i egzogennej kontroli wewnetrzne;j.
5. Prébka RNA jest negatywna dla obu podtypow H5 i H7 wirusa grypy typu A i test mozna uznac za prawidtowy jesli:
e  spetnione sa warunki punktu 1,
. probka daje sygnat wytacznie w kanale Texas Red/ROX.
6. Obecnos¢ sygnatu fluorescencji w kanale Texas Red/ROX dla danej probki swiadczy o poprawnosci przebiegu reakcji
PCR. Wyzsze wartosci Ct w kanale Texas Red/ROX dla danej prébki w stosunku do wiekszosci innych prébek, moze
wskazywac na czesciowg inhibicje reakcji PCR. Z kolei catkowity brak sygnatu w kanale Texas Red/ROX przy
jednoczesnym braku sygnatu w kanatach FAM i HEX moze wskazywad na catkowita inhibicje reakcji PCR. W takich
przypadkach zaleca sie 10-krotne rozciericzenie probki lub powtérzenie izolacji RNA i ponowne wykonanie reakgji
PCR.
Brak sygnatu dla kontroli pozytywnej H5/H7 IAV-TPC wskazuje na btad w przygotowaniu reakcji PCR.

N

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

