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PRODUCTS weterynaryjnego, do diagnostyki in vitro

Blue Triplex ASFV Fast qPCR Kit

Zawarto$¢ zestawu
Nr kat. Nr kat.
E0475-01 E0475-02
Sktadnik 24 reakcje po 25 pl 96 reakcji po 25 pl
Blue Triplex ASFV Fast Ma- 1x480 ul 4 x 480 ul
ster Mix
brazowa probowka
PC — positive control
1 x40 ul 1x 150 ul
czarna nakretka
NC — negative control 1x40ul 1 x 150 pl
przezroczysta nakretka
Ex-DNA 1 x 250 ul 1 x 1000 pl

niebieska nakretka

Przechowywanie

Zestaw nalezy przechowywaé w ciemnosci w temperaturze -20° C.
Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania zestawu (powyzej 2x), poniewaz moze to wptyna¢ negatywnie na czutos$c
zestawu.
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Opis

Blue Triplex ASFV Fast gPCR Kit jest przeznaczony do
wykrywania DNA wirusa ASF (ang. African Swine Fever Virus) w
krwi petnej, surowicy, osoczu, wymazach (z jamy ustnej, nosa,
nosogardzieli), probkach tkanek, narzadow $win oraz dzikéw.
Wysoka czuto$¢ zestawu pozwala na detekcje wirusa ASF
zarbwno w pojedynczych prébkach, jak i prébkach
zmieszanych (pulowanych). Zestaw umozliwia analize probek
pulowanych sktadajacych sie z 10 prébek indywidualnych (co
zostato zwalidowane), przy czym rekomenduje sie analize
prébek pulowanych sktadajacych sie z maksymalnie 5 prébek
indywidualnych.

Blue Triplex ASFV Fast gPCR Kit umozliwia stosowanie
standardowego lub szybkiego programu amplifikacji PCR
zaleznie od preferencji, uzywanego urzadzenia real-time PCR.
Zestaw  zawiera  specyficzne  startery dla  wysoce
konserwowanego fragmentu genu p72 wirusa ASF.
Zamplifikowany fragment genu p72 jest wykrywany przy
pomocy sondy znakowanej barwnikiem FAM.

Dodatkowo zestaw zawiera dwie kontrole, endo i egzogenng
kontrole wewnetrzna, na ktére sktadaja sie:

a. startery i sonda znakowana barwnikiem HEX dla
fragmentu s$winskiego genu ACTB kodujacego beta-
aktyne (kontrola endogenna),

b. startery, sonda znakowana barwnikiem Cy5 i egzogenny
fragment kwasu nukleinowego - Ex-DNA (kontrola
egzogenna).

Kontrole wewnetrzne umozliwiaja weryfikacje poprawnosci
procesu izolacji DNA i reakcji PCR. Uzycie egzogennej kontroli
wewnetrznej pozwala dodatkowo na ocene jakosci préobki i
mozliwej inhibicji reakcji PCR.

Blue Triplex ASFV Fast gPCR Kit pozwala na analize prébek
zarébwno z uzyciem egzogennej kontroli wewnetrznej Ex-DNA
(analiza tréjkanatowa: FAM, HEX, Cy5), jak i bez niej (analiza
dwukanatowa: FAM i HEX). W celu analizy prébek z uzyciem
egzogennej kontroli wewnetrznej nalezy doda¢ Ex-DNA do

Wymagane materiaty niedostarczone wraz z zestawem

MR

Pipety
Sterylne, wolne od nuklez koncowki do pipet
Sterylne, wolne od nukleaz probowki 1.5 ml

Pojedyncze mikroprobéwki PCR, mikroprobéwki
paskach lub ptytki PCR 96-dotkowe
Odziez ochronna: fartuch, jednorazowe rekawiczki, okulary

PCR w

®

buforu lizujagcego lub pobranej probki w ilosci 0,1 ul na kazdy
1 pl objetosci elucji. Oznacza to, ze w przypadku elugji
buforem elucyjnym o objetosci 100 pl nalezy zastosowac 10
Ex-DNA w procesie izolacji DNA.

DNA do reakcji real time PCR powinno by¢ dobrej jakosci i
oczyszczone przy pomocyg dedykowanych, komercyjnie
dostepnych zestawdéw wykorzystujgcych technologie zt6z
krzemionkowych lub kulek magnetycznych.

W sktad Blue Triplex ASFV Fast Master Mix wchodza:
Perpetual Tag polimeraza DNA, bufor reakcyjny,
deoksynukleotydy (dNTPs), startery wraz z sondami do
detekcji zamplifikowanych fragmentéw DNA i barwnik
referencyjny ROX. Dodatkowo Blue Triplex ASFV Fast Master
Mix zawiera obojetny niebieski barwnik, ktéry poprawia
widoczno$¢ mieszaniny reakcyjnej i utatwia kontrole procesu
pipetowania do probowek lub dotkow ptytki PCR.

Perpetual Tag Polimeraza DNA to enzym typu “hot start”,
ktory jest blokowany w niskich temperaturach za pomoca
przeciwciat, co umozliwia przygotowanie reakcji
w  temperaturze  pokojowej.  Aktywnos$¢  polimerazy
przywracana jest podczas 2-minutowego poczatkowego etapu
denaturacji.

Kontrola pozytywna — PC zawiera fragment DNA wirusa ASF,
fragment $winskiego genu ACTB i egzogenny fragment kwasu
nukleinowego - Ex-DNA. Reakcja kontroli pozytywnej
pozwala na ocene dziatania zestawu, w tym prawidtowego
przygotowania reakcji PCR.

Mikrowiréwka na probéwki 1.5 ml

Wiréwka z adapterami do ptytek PCR 96-dotkowych i
mikroprobéwek w paskach

Statyw chtodzacy lub léd

Termocykler real-time PCR
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Protokét

Przygotowanie reakcji PCR:

Sktadnik reakcji Kontrola negatywna Probka DNA Kontrola pozytywna Stezenie
1 reakcja 1 reakcja 1 reakcja koncowe

Blue Triplex ASFV

Fast Master Mix 2o 2o 20 18

PC—positive control - - 5ul

NC—negative control 5ul - -

Probka i 54l i

oczyszczonego DNA W

Objetos¢ reakcji 25 ul 25 ul 25 ul

5. Dodaé¢ 5 pl NC-negative control (kontrola negatywna), 5 pl
oczyszczonego DNA (probka DNA) lub 5 ul PC-positive
control (kontrola pozytywna).

Uwagi:

1. Jesli producent urzadzenia real time PCR nie zaleca inaczej,

reakcje nalezy nastawia¢ w objetosci 25 pl.

. Wszystkie roztwory nalezy rozmrozi¢, delikatnie wymieszac i
krétko odwirowad. Blue Triplex ASFV Fast Master Mix
powinien by¢ trzymany na lodzie. Nalezy unika¢ wielokrotnego
(powyzej 2x) rozmrazania i zamrazania Blue Triplex ASFV Fast
Master Mix, poniewaz moze to wptyna¢ negatywnie na
czutos¢ reakgiji.

. W kazdym cyklu testowym, obok badanych prébek DNA,

nalezy nastawi¢ co najmniej jedna kontrole negatywna
i pozytywna. Kontrola negatywna powinna  byc¢
przygotowywana pierwsza, nastepnie prébki DNA, a na korcu
kontrola pozytywna, aby zminimalizowad ryzyko
zanieczyszczenia.

. Krétko zwirowaé, aby osadzi¢ roztwory na dnie probowek i

3. Reakcje moga by¢ przygotowywane w temperaturze usunaé pecherzyki powietrza.
pokojowej. Blue Triplex ASFV Fast Master Mix zawiera 8. Przygotowane reakcje
polimeraze typu ,hot start”, ktéra nie jest aktywna w
temperaturze pokojowe;j.

umiescic w
zaprogramowanym zgodnie z ponizsza tabela.

termocyklerze

4. Rozporcjowac po 20 pl mieszaniny reakcyjnej do probowek
lub dotkdéw ptytki PCR.

Warunki reakcji PCR:

Etap Program standardowy Program szybki llos¢ cykli
Denaturacja wstepna 95°C 2 min 95°C 2 min 1
Denaturacja 95°C 15s 95°C 10s 40
Przytaczanie starteréw/ 60°C 60s 60°C 30s

wydtuzanie

Uwagi:

1. Blue Triplex ASFV Fast gPCR Kit umozliwia stosowanie 3. Analiza fluorescencyjna w kanatach FAM, HEX i Cy5 powinna
standardowego lub szybkiego programu amplifikacji PCR by¢ wykonywana przez urzadzenie na koncu etapu

zaleznie od preferencji, uzywanego urzadzenia real-time PCR.
Perpetual Tag Polimeraza DNA jest aktywowana podczas
denaturacji wstepne;j.

wydtuzania. W kanale FAM wykrywany jest DNA wirusa ASF,
w kanale HEX DNA genu $winskiej beta-aktyny, natomiast w
kanale Cy5 egzogenna kontrola wewnetrzna.
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Interpretacja wynikoéw:

Rodzaj probki Kanat FAM Kanat HEX Kanat Cy5 Wrynik, interpretacja
Kontrola negatywna - = = prawidtowy
Kontrola pozytywna + + + prawidtowy
Prébka 1 = + + negatywny (ASFV’)
Probka 2 + + + pozytywny (ASFV*)
Prébka 3 + - + pozytywny (ASFV™)
Prébka 4 + + - pozytywny (ASFV™)
Prébka 5 + = = pozytywny (ASFV™)
Prébka 6 - - + staba jakos$¢ prébki/mata ilos¢ DNA
Prébka 7 - + -/wysokie Cr Czesciowa inhibicja PCR
Prébka 8 - - - nieprawidtowy

. Wyniki nalezy analizowa¢ w kanatach FAM, HEX i Cy5 (jesli
zastosowano egzogenng kontrole wewnetrzng) lub wytacznie
w kanatach FAM i HEX (jesli nie uzyto egzogennej kontroli
wewnetrznej w procesie izolacji DNA).

. Test mozna uzna¢ za wazny/prawidtowy jesli: kontrola
pozytywna daje sygnat w kanatach FAM i HEX (analiza
dwukanatowa) lub FAM, HEX i Cy5 (analiza tréjkanatowa),
natomiast kontrola negatywna nie daje sygnatu w zadnym
kanale z wyzej wymienionych.

Prébka DNA jest pozytywna (ASFV') i test mozna uznaé¢ za
prawidtowy jesli:

spetnione sg warunki punktu 2,

prébka daje sygnat w kanale FAM przy dowolnej konfiguracji

sygnatéw w kanatach HEX i Cy5.
W sytuacjach, gdy reakcja jest silnie dodatnia (ASFV"), prébka
moze dawac staby sygnat lub catkowicie nie dawa¢ sygnatu w
kanale HEX i/lub Cy5. Przyczyng tego zjawiska jest
wspotzawodnictwo miedzy reakcjami amplifikacji DNA wirusa
ASF a fragmentami DNA endo i egzogennej kontroli
wewnetrznej.
Prébka DNA jest negatywna (ASFV') i test mozna uznac za
prawidtowy jesli:

spetnione sg warunki punktu 2,

probka daje sygnat wytacznie w kanale HEX (jesli nie uzyto

Ex-DNA) lub w kanale HEX i Cy5 (jesli uzyto Ex-DNA).

bl

Brak sygnatu fluorescencji w kanale HEX i Cy5, przy
jednoczesnym braku sygnatu w kanale FAM moze wskazywac
na catkowita inhibicje reakcji PCR lub niedodanie DNA do
reakcji PCR. W takim wypadku zaleca sie 10-krotne
rozcienczenie probki lub powtérzenie izolacji DNA i ponowne
wykonanie reakcji PCR.

Brak sygnatu fluorescencji
spowodowany:

w kanale Cy5 moze by¢

nieefektywnga izolacjg DNA,
efektem wspétzawodnictwa: silnym sygnatem w kanale FAM
w przypadku wysokiego stezenia DNA wirusa ASF w probce,
inhibicja reakcji PCR,
niedodaniem Ex-DNA w procesie izolacji DNA.
Wyzsze wartosci Cr w kanale Cy5 dla danej préobki w
stosunku do wigkszosci innych prébek, moze wskazywaé na
czesciowq inhibicje reakcji PCR. W takim wypadku zaleca sie
10-krotne rozcienczenie prébki lub powtoérzenie izolacji DNA i
ponowne wykonanie reakcji PCR.
Brak sygnatu w kanale HEX, przy jednoczesnej obecnosci
sygnatu w kanale Cy5 wskazuje na staba jakos¢ prébki/mata
ilos¢ DNA w prébce.
Brak sygnatu dla kontroli pozytywnej wskazuje na btad w
przygotowaniu reakcji PCR.
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