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x BIOLOGY Produkt przeznaczony wytacznie do uzytku laboratoryjnego/

PRODUCTS weterynaryjnego, do diagnostyki in vitro

IHNV gRT-PCR Kit

(zestaw diagnostyczny wykrywajacy fragmenty genomu wirusa IHNV)

IHNV gRT-PCR Kit jest przeznaczony do wykrywania sekwencji RNA specyficznych dla wirusa zakaznej martwicy uktadu
krwiotwérczego ryb. Oczyszczony materiat genetyczny wirusa jest amplifikowany za pomoca real-time RT-PCR i
wykrywany przy pomocy sondy specyficznej dla IHNV, znakowanej barwnikiem fluorescencyjnym FAM. ldentyfikacja
wirusa  nastepuje na podstawie silnie  konserwowanego rejonu w  segmencie  kodujagcym  biatko
nukleoproteiny N. Dodatkowo zestaw zawiera kontrole wewnetrzg (startery, sonde znakowang barwnikiem HEX,
egzogenny fragment kwasu nukleinowego—Internal Control), co pozwala na jednoczesng weryfikacje procedury izolacji
RNA i inhibicji reakcji PCR.

Zawartos¢ zestawu

Sktadnik Nr kat. E4361—-01 Nr kat. E4361—02
100 reakcji po 25 pul 500 reakcji po 25

IHNV Master Mix * 4 x 500 ul 20 x 500 pl
brazowa probowka
Internal Control 2 x 500 pl 10 x 500 pl
niebieska nakretka
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¢ czuto$é testu. Odczynnik nalezy

zamrozi¢ w mniejszych porcjach, jedli jest uzywany tylko sporadycznie.

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

RNA z tkanek, narzadéw, ptynu jajnikowego/nasiennego ryb, hodowli komérkowych nalezy wyizolowa¢ przy pomocy
zestawoéw dedykowanych do oczyszczania RNA wirusowego. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg zalecang przez pro-
ducenta zestawu. Wysoka czutos¢ zestawu pozwala na detekcje IHNV zarowno w pojedynczych probkach, jak i probkach
zmieszanych (pulowanych) w ilosci maksymalnie 10 prébek indywidualnych.

Barwnik referencyjny ROX

Barwnik referencyjny ROX zawarty w IHNV Master Mix zestawu IHNV qRT-PCR Detection 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. ROX
kompensuje zmiany sygnatu fluorescencyjnego miedzy dotkami z powodu niewielkich réznic w objetosci reakcji i
fluktuacji fluorescencji. Obecno$¢ barwnika ROX nie koliduje z PCR w czasie rzeczywistym na urzadzeniach
niewymagajacych tego barwnika referencyjnego.

Kontrola wewnetrzna (ang. Internal Control)

Zestaw zawiera system kontroli wewnetrznej, ktéry umozliwia monitorowanie procesu izolacji RNA, a takze inhibicji sa-
mego procesu PCR.

System kontroli wewnetrznej sktada sie z:
o primerow i sondy znakowanej barwnikiem HEX obecnymi w mieszaninie reakcyjnej IHNV Master Mix,

« egzogennego fragmentu kwasu nukleinowego zawartego w Internal Control.

Kontrola wewnetrzna (Internal Control) moze by¢ dodana na etapie izolacji RNA (pkt A) - wtedy stanowi zaréwno kontro-
le procesu oczyszczania RNA (kontrole ekstrakcji), jak i inhibicji reakcji PCR lub wytgcznie na etapie PCR (pkt B) - do oce-
ny jakosci oczyszczonego RNA i inhibicji reakcji PCR.

A. Kontrole wewnetrzng (Internal Control) nalezy doda¢ do buforu lizujacego lub mieszaniny buforu lizujagcego i po-
branej prébki (nie dodawaé bezposrednio do pobranej probki) w ilosci 0,4 ul na kazdy
1 pl objetosci elucji. Oznacza to, ze w przypadku elucji buforem elucyjnym o objetosci 50 ul nalezy zastosowacd 5 pl
Internal Control w procesie izolacji RNA. Zaleca sie uzywanie nos$nikowego (carrier) RNA przy izolacji wirusowego
RNA. Nos$nikowe RNA zwieksza wydajno$¢ wigzania RNA do membran krzemionkowych w obecnos$ci niewielkich
ilosci materiatu genetycznego w prébce oraz zmniejsza prawdopodobienstwo degradacji wirusowego RNA.

B. Kontrole wewnetrzna (Internal Control) nalezy doda¢ do mieszaniny reakcyjnej w ilosci 0,5ul na kazde 25 ul reakg;ji
PCR.
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Przygotowanie reakcji PCR:

Sktadnik reakciji Kontrola negatywna| Kontrola negatywna| Kontrola pozytywna Prébka RNA Kontrola pozytywna

amplifikacji -NAC ekstrakcji-NEC ekstrakcji-PEC IHNV-TPC

IHNV Master Mix 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul

Internal Control - - - 0,5 ul 0,5 ul

(opcjonalnie)

RNase free Water 5l - - - -

Prébka - 5ul - - -

oczyszczonej H,0/

oczyszczonej kontroli - - 5ul - -

wewnetrznej/

oczyszczonego RNA - - - 5ul -

Positive Control - - - - 5ul

Objetosc reakcji 25 ul 25 ul 25 ul 25-25.5 ul 25-25.5 ul

Uwagi:

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

2. Wszystkie roztwory nalezy rozmrozié, delikatnie wymieszac i krétko odwirowac. IHNV Master Mix powinien byc¢ trzy-
many na lodzie, natomiast reakcje mogg by¢ przygotowywane w temperaturze pokojowej. Nalezy unikaé wielokrotne-
go (powyzej 2x) rozmrazania i zamrazania IHNV Master Mix, poniewaz moze to wptynaé negatywnie na czutosc reak-

cji.

3. Przygotowad reakcje PCR zgodnie z powyzsza tabela.

4. Dodac:

. 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 (probka RNA),

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

5. Niedodanie 0,5 pl Internal Control w reakcji kontroli pozytywnej IHNV-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 Internal
Control. Zwiekszenie objetosci reakcji PCR dla kontroli pozytywnej IHNV-TPC o 0,5 ul do 25,5 pl (w przypadku przy-
gotowania jednego mixu reakcyjnego dla probek RNA i kontroli) nie wptywa negatywnie na wydajnos¢ reakcji PCR.

6. Krotko zwirowaé, aby osadzi¢ roztwory na dnie probdédwek i usunac pecherzyki powietrza. Przygotowane reakcje
umiesci¢ w termocyklerze zaprogramowanym zgodnie z ponizsza tabela.

Warunki reakcji PCR:

Etap Temperatura Czas llosé cykdi
Odwrotna transkrypcja 50°C 10 min 1
Denaturacja wstepna 95°C 10 min 1
Denaturacja 95°C 15s 40
Przytaczanie starteréw/ 60°C 60s
wydtuzanie
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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 kohcu etapu wydtuza-
nia. W kanale FAM wykrywany jest fragment nukleoproteiny N wirusa IHNV, natomiast w kanale HEX kontrola we-
wnetrzna—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 IHNV-TPC
(- Internal Control) + - .
lub prawidtowy
(+ Internal Control) + +
1 = + negatywny IHNV"
2 + + pozytywny I[HNV*
3 + - pozytywny IHNV*
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,
o  kontrola negatywna ekstrakcji-NEC nie daje sygnatu zaréwno w kanale FAM jak i HEX,
. kontrola pozytywna ekstrakcji-PEC (w przypadku, gdy oczyszczono Internal Control zgodnie z procedurg izolacji
RNA) daje sygnat wytacznie w kanale HEX,
. kontrola pozytywna IHNV-TPC daje sygnat wytacznie w kanale FAM, gdy nie dodano do reakcji Internal Control
lub w obu kanatach FAM i HEX, gdy dodano do reakgc;ji Internal Control.

2. Probka RNA jest pozytywna (IHNV?) i test mozna uzna¢ za prawidtowy jesli:

e  spetnione s warunki punktu 1,

. préobka daje sygnat w kanale FAM, zaréwno przy obecnosci, jak i braku sygnatu w kanale HEX.
W sytuacjach, gdy reakcja jest silnie dodatnia (IHNV"), prébka moze dawa¢ staby sygnat lub catkowicie nie dawac
sygnatu w kanale HEX. Przyczyna tego zjawiska jest wspotzawodnictwo miedzy reakcjami amplifikacji RNA wirusa
IHNV i kontroli wewnetrznej (Internal Control).

3. Probka RNA jest negatywna (IHNV') i test mozna uznac za prawidtowy jesli:

e  spetnione sg warunki punktu 1,

. probka daje sygnat wytgcznie w kanale HEX.

4. Obecnos¢ sygnatu fluorescencji w kanale HEX dla danej prébki $wiadczy o poprawnosci przebiegu procesu izolacji
RNA i reakcji PCR (w przypadku dodania kontroli wewnetrznej do procesu izolacji RNA), badz wytgcznie o braku inhi-
bicji PCR (w przypadku dodania kontroli wewnetrznej do mieszaniny reakcyjnej PCR). Bardzo wysokie wartosci Ct
(>34) w kanale HEX moga wskazywac na czesciows inhibicje reakcji PCR. Z kolei catkowity brak sygnatu w kanale
HEX przy jednoczesnym braku sygnatu w kanale FAM moze wskazywac na catkowitg inhibicje reakcji PCR lub niedo-
danie RNA do reakcji PCR przy jednoczesnym dodaniu kontroli wewnetrznej w procesie izolacji RNA. W takim wypad-
ku zaleca sie 10-krotne rozciefnczenie prébki lub powtdrzenie izolacji RNA i ponowne wykonanie reakcji PCR.

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