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PRODUCTS weterynaryjnego, do diagnostyki in vitro

CEV gPCR Kit

CEV gPCR Kit jest przeznaczony do wykrywania sekwencji DNA specyficznej dla wirusa obrzeku karpia w prébkach DNA
karpi koi i karpi hodowlanych. Oczyszczony materiat genetyczny wirusa jest amplifikowany za pomocg real-time PCR

i wykrywany przy pomocy sondy specyficznej dla CEV, znakowanej barwnikiem fluorescencyjnym FAM. Identyfikacja
wirusa nastepuje na podstawie silnie konserwatywnego regionu w genie kodujgcym biatko rdzenia P4a wirusa obrzeku
karpia. Dodatkowo zestaw zawiera startery i sonde znakowang barwnikiem HEX umozliwiajgce wykrywanie fragmentu
genu glukokinazy karpi i stanowigcego endogenng kontrole wewnetrzng poprawnosci izolacji DNA i reakcji PCR.

Zawartos¢ zestawu
Sktadnik Nr kat. E4363—01 Nr kat. E4363—02
50 reakcji po 25 ul 100 reakcji po 25 pl
CEV Master Mix* 2 x 500 ul 4 x 500 pl
brazowa probowka
Positive Control** 100 pl 200 ul
czarna nakretka
Water, nuclease free 500 ul 2 x 500 ul
przezroczysta nakretka

* W sktad CEV Master Mix wchodza: bufor reakcyjny, dNTPs, primery i sonda znakowana barwnikiem FAM do CEV,
primery i sonda znakowana barwnikiem HEX do kontroli wewnetrznej, barwnik referencyjny ROX oraz onTaq Polimeraza
DNA.

** W sktad Positive Control wchodzi syntetyczny fragment DNA wirusa CEV.

Przechowywanie

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

* Unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (>2), poniewaz moze to zmniejszy¢ czuto$¢ testu. Odczynnik nalezy
zamrozi¢ w mniejszych porcjach, jesli jest uzywany tylko sporadycznie.

** Kontrole pozytywna nalezy przechowywac oddzielnie, z dala od pozostatych sktadnikow zestawu.
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Rodzaje prébek DNA, przygotowanie prébki DNA

DNA z tkanek, narzagdow, ptynu jajnikowego/nasiennego ryb, hodowli komarkowych nalezy wyizolowa¢ przy pomocy
dowolnego zestawu dedykowanego do oczyszczania catkowitego DNA i DNA wirusowego. Nalezy postepowac zgodnie z
instrukcja zalecang przez producenta zestawu. Wysoka czutos¢ zestawu CEV qPCR Kit pozwala na detekcje CEV
zaréwno w pojedynczych probkach, jak i probkach zmieszanych (pulowanych) w ilosci maksymalnie 10 prébek
indywidualnych.

Barwnik referencyjny ROX

Barwnik referencyjny ROX zawarty w CEV Master Mix zestawu CEV qPCR 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 termocyklerow firmy Agilent. ROX kompensuje
zmiany sygnatu fluorescencyjnego miedzy dotkami z powodu niewielkich réznic w objetosci reakc;ji i fluktuacji
fluorescencji. Obecnos¢ barwnika ROX nie koliduje z PCR w czasie rzeczywistym na urzadzeniach niewymagajgcych tego
barwnika referencyjnego.
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Przygotowanie reakcji PCR

Sktadnik reakgji Kontrola negatywna | Kontrola negatywna | Prébka DNA | Kontrola pozytywna
amplifikacji -NAC ekstrakcji-NEC CEV-TPC

CEV Master Mix 20 ul 20 pl 20 pl 20 ul
Water, nuclease free 5ul - - -
Probka oczyszczonej - 5ul - -
wody lub
probka negatywna
CEV
Préobka DNA - - 5ul -
Positive Control - - - 5ul
Objetos¢ reakcji 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul

Uwagi:

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

2.

Wszystkie roztwory nalezy rozmrozi¢, delikatnie wymieszac i krétko odwirowaé. CEV Master Mix powinien by¢
trzymany na lodzie, natomiast reakcje mogg by¢ przygotowywane w temperaturze pokojowej. Nalezy unikac
wielokrotnego (powyzej 2x) rozmrazania i zamrazania CEV Master Mix, poniewaz moze to wptynaé negatywnie na
czutos¢ reakgiji.
Przygotowac reakcje PCR zgodnie z powyzszg tabela.
Dodac:
5 ul wody (kontrola negatywna amplifikacji-NAC),
5 pl wody lub prébki negatywnej CEV™ oczyszczonych zgodnie z procedurs izolacji DNA (kontrola negatywna
ekstrakcji-NEC),
5 ul oczyszczonego DNA (prébka DNA),
5 ul Positive Control (kontrola pozytywna CEV-TPC).
Krétko zwirowac, aby osadzi¢ roztwory na dnie proboéwek i usunac pecherzyki powietrza. Przygotowane reakcje
umiesci¢ w termocyklerze zaprogramowanym zgodnie z ponizszg tabela.

Warunki reakcji PCR

Etap

Temperatura

Czas

llos¢ cykli

Denaturacja wstepna

95°C

15 min

Denaturacja

Przytaczanie starteréw/
wydtuzanie

95°C
60°C

15s
60s

40
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Uwagi:

1.
2.

Zestaw CEV gPCR Kit umozliwia stosowanie wytacznie standardowego programu amplifikacji PCR.

Analiza fluorescencyjna w kanatach FAM, HEX powinna by¢ wykonywana przez urzadzenie na korcu etapu
wydtuzania. W kanale FAM wykrywany jest fragment DNA CEV, natomiast w kanale HEX endogenna kontrola
wewnetrzna—fragment DNA genu glukokinazy karpi.

Interpretacja wynikéw

Rodzaj probki Kanat FAM Kanat HEX Wynik
Kontrola negatywna amplifikacji-NAC - - prawidtowy
Kontrola negatywna ekstrakcji-NEC - -/+ prawidtowy
Kontrola pozytywna targetu CEV-TPC + + prawidtowy
Prébka 1 - + negatywny CEV’
Probka 2 + + pozytywny CEV*
Probka 3 + - pozytywny CEV*
Probka 4 - - nieprawidtowy
Uwagi:
1. Test mozna uzna¢ 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 (dla oczyszczonej wody)
lub daje sygnat wytacznie w kanale HEX (dla prébki negatywnej CEV),
kontrola pozytywna CEV-TPC daje sygnat w obu kanatach FAM i HEX.
Probka DNA jest pozytywna (CEVY) i test mozna uznaé za prawidtowy jesli:
spetnione sg warunki punktu 1,
probka daje sygnat w kanale FAM, zaréwno przy obecnosci, jak i braku sygnatu w kanale HEX.
W sytuacjach, gdy reakcja jest silnie dodatnia (CEV™), prébka moze dawaé staby sygnat lub catkowicie nie dawac
sygnatu w kanale HEX. Przyczyng tego zjawiska jest wspoétzawodnictwo miedzy reakcjami amplifikacji DNA CEV
i endogennej kontroli wewnetrzne;.
Prébka DNA jest negatywna (CEV') i test mozna uznad 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
DNA i reakcji PCR. Bardzo wysokie wartosci Cr (>35) w kanale HEX moga wskazywac na czes$ciowg 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 niedodanie DNA do reakcji PCR. W takim wypadku zaleca sie 10-krotne
rozcienczenie probki lub powtdrzenie izolacji DNA i ponowne wykonanie reakcji PCR.
Brak sygnatu dla kontroli pozytywnej CEV-TPC wskazuje na btagd w przygotowaniu reakcji PCR.
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