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PRODUCTS

STEC gPCR Screening Kit

Zawartos¢ zestawu
Nr kat.
E0480-01
Sktadnik 96 reakcji po 25
STEC Master Mix 2 x 960 pl
PC - positive control 1 x 100 pl
Water, nuclease free 1 x 500 pul
Przechowywanie

Wszystkie sktadniki zestawu nalezy przechowywaé w ciemnym miejscu, w temperaturze -20°C.
Unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (> 2x), poniewaz moze to zmniejszy¢ czutos¢ testu.

Opis

STEC gPCR Screening Kit to gotowy do uzycia zestaw do wykrywania DNA werotoksycznych szczepdw Escherichia
coli (STEC) w zywnosci i z probek srodowiskowych po wzbogacaniu.

Zestaw zawiera wszystkie odczynniki i startery potrzebne do amplifikacji fragmentéw genomowego DNA E. coli.
Szczepy STEC s3 identyfikowane na podstawie obecnosci specyficznej sekwencji genu odpowiedzialnego
za wytwarzanie toksyny Shiga (stx1 lub stx2, w tym podtyp stx2f). Intymina (gen eae) jest dodatkowym markerem
wirulencji. Detekcja danej sekwencji odbywa sie przy uzyciu specyficznych sond znakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi. Geny stx1/stx2 sa wykrywane jednoczes$nie w kanale FAM, natomiast gen eae w kanale Cy5.
Dodatkowo zestaw posiada wewnetrzny system kontroli amplifikacji pozwalajagcy na zidentyfikowanie potencjalnych
inhibitorow reakcji. Kontrola wewnetrzna sktada sie ze starteréw, sondy znakowanej barwnikiem HEX i egzogennego
fragmentu DNA zawartego w STEC Master Mix. Amplifikacja kontroli wewnetrznej nie ma wptywu na wykrywanie
szczepow STEC, ale jest wskaznikiem poprawnosci reakcji PCR.

STEC Master Mix zawiera onTaq Polimeraze DNA, zoptymalizowany bufor reakcyjny, ROX i deoksynukleotydy
(dNTPs).

onTaq Polimeraza DNA to enzym najnowszej generacji typu “hot start”, ktéry jest blokowany w niskich temperaturach,
co umozliwia przygotowanie reakcji w temperaturze pokojowej.

Aktywno$¢ polimerazy przywracana jest podczas 15-minutowego poczatkowego etapu denaturacji.

Barwnik referencyjny ROX zawarty w STEC Master 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.

DNA do reakcji real-time PCR powinno by¢ dobrej jakosci i oczyszczone przy pomocy dedykowanych, komercyjnie
dostepnych zestawdow wykorzystujgcych technologie zt6z krzemionkowych lub kulek magnetycznych.
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Protoké6t

Przygotowanie reakcji PCR

Sktadnik reakgji Kontrola negatywna Préobka DNA Kontrola pozytywna
STEC Master Mix 20 ul 20 ul 20 ul
PC — positive control - - 5ul
Probka DNA 5ul
Water, nuclease free S5ul - -
Objetosc reakcji 25 ul 25 ul 25 ul

Uwagi

1. Jesli producent urzadzenia real-time PCR nie zaleca inaczej, reakcje nalezy nastawiaé w objetosci 25 ul.

2. Wszystkie roztwory nalezy rozmrozié, delikatnie wymiesza¢ i krétko odwirowaé. STEC Master Mix powinien by¢
trzymany na lodzie. Nalezy unika¢ wielokrotnego (powyzej 2x) rozmrazania i zamrazania STEC Master Mix, poniewaz
moze to wptynaé negatywnie na czutosc reakcji.

3. Reakcje mogg by¢ przygotowywane w temperaturze pokojowej. STEC Master Mix zawiera polimeraze typu ,hot start”,
ktéra nie jest aktywna w temperaturze pokojowe;.

4. 20 ul mieszaniny reakcyjnej nalezy rozporcjowac do probdéwek lub dotkéw ptytki PCR i doda¢:

. 5 ul wody (kontrola negatywna),

. 5 ul prébki DNA (<500 ng/reakcje) oczyszczonej zgodnie z protokotem zestawu do izolacji DNA (probka DNA),

. 5 ul PC (kontrola pozytywna).

5. W kazdym cyklu testowym, obok badanych prébek DNA, nalezy nastawi¢ co najmniej jedng kontrole negatywna
i pozytywna. Kontrola negatywna powinna by¢ przygotowywana pierwsza, nastepnie préobki DNA, a na koricu kontrola
pozytywna, aby zminimalizowa¢ ryzyko zanieczyszczenia.

6. Krotko zwirowaé, aby osadzi¢ roztwory na dnie probowek i usunaé pecherzyki powietrza. Pecherzyki mogg mie¢ wptyw
na odczyt fluorescencji.

7. Przygotowane reakcje umiesci¢ w termocyklerze zaprogramowanym zgodnie z tabelg na nastepnej stronie.

8. Przeprowadzi¢ analize danych.
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Warunki reakcji PCR

Etap Temperatura Czas llos¢ cykli

Denaturacja wstepna 95°C 15 min 1

Denaturacja 950C 15¢ 0

Przy’ra.czaTue starterow/ 60°C 60's

wydtuzanie

Chtodzenie 4°C 0 1
Uwagi

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

2. onTaq Polimeraza DNA jest aktywowana podczas wstepnej 15-minutowej denaturacji w 95°C.

3. Analiza fluorescencji w kanatach FAM i HEX powinna by¢ wykonywana przez urzadzenie na koncu etapu wydtuzania.
W kanale FAM oraz Cy5 wykrywane jest DNA prébki, natomiast w kanale HEX DNA kontroli wewnetrzne;j.

Interpretacja wynikéw
Rodzaj probki Kanat FAM Kanat Cy5 Kanat HEX Wynik
Kontrola negatywna - - + prawidtowy
Kontrola pozytywna + + + prawidtowy
DNA 1 - - + negatywny
DNA 2 N . i/ pozytywny dla stxl/stx2
oraz eae
DNA 3 . : .- pozytywny dla stx1/stx2,
negatywny dla eae**
DNA 4 i N /- negatywny dla stx1/stx2,
pozytywny dla eae
DNA 5 - - - nieprawidtowy

* dalsze testowanie za pomocg STEC gPCR Identification Kit
** dalsze testowanie za pomocg STEC gPCR Identification Kit, jesli jest to wymagane
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Uwagi

1. Test mozna uznad za wazny/prawidtowy jesli:

kontrola negatywna daje sygnat jedynie w kanale HEX,

kontrola pozytywna daje sygnat w kanale FAM, Cy5 oraz HEX.

2. W sytuacjach, gdy reakcja jest silnie dodatnia w kanale FAM i/lub Cy5, prébka moze dawac staby sygnat lub catkowicie
nie dawac sygnatu w kanale HEX. Przyczyng tego zjawiska jest wspotzawodnictwo miedzy reakcjami amplifikacji DNA
probki i DNA kontroli wewnetrznej.

3. W przypadku gdy wystapi pozytywna reakcja jedynie w kanale FAM lub Cy5 oraz spetnione sg warunki z punktu 1,
Z prébka nalezy postepowacd zgodnie z obowigzujgcymi procedurami wewnetrznymi.

4. Obecnos¢ sygnatu fluorescencji w kanale HEX dla danej préobki swiadczy o poprawnosci przebiegu reakcji 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 i Cy5 moze wskazywac na catkowitg inhibicje
reakcji PCR. W takim wypadku zaleca sie 10-krotne rozcieniczenie prébki lub powtérzenie izolacji DNA i ponowne
wykonanie reakcji PCR.

5. Brak sygnatu dla kontroli pozytywnej wskazuje na btad w przygotowaniu reakcji PCR.
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