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VIROTYPE® BVDV

Návod k použití

Real-time RT-PCR test pro detekci viru bovinní virové diarrhoey
In Vitro diagnostický kit pro veterinární medicínu

Registrován v souladu s §17c německého zákona o nemocech zvířat
Číslo registrace: FLI-B 451
	VIROTYPE® BVDV
	25 reakcí
	kat. č. 05-101/25

	VIROTYPE® BVDV
	96 reakcí
	kat. č. 05-101/96

	VIROTYPE® BVDV
	480 reakcí 
	kat. č. 05-101/480


Použití

Skupina produktů VIROTYPE® obsahuje testovací systémy pro identifikaci virových patogenů pomocí real-time PCR. VIROTYPE® BVDV je testovací kit, který pomocí real-time RT-PCR detekuje virus způsobující bovinní virovou diarrhoeu a slizniční chorobu skotu. Testovat lze krev, plazmu, sérum, mléko a ušní tkáňový štěp hovězího dobytka (jednotlivé i směsné vzorky).
Výroba & podpora:
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Základní informace
Bovinní virová diarrhoea (BVD) a slizniční choroba (MD) jsou způsobeny virem bovinní virové diarrhoey (BVDV I, II), což je jednovláknový RNA virus. Tento virus je řazen do rodu Pestivirus, stejně jako virus klasického moru prasat a virus border nemoci  u ovcí.
BVD je ekonomicky významná infekční nemoc postihující hovězí dobytek. V závislosti na stavu imunity zvířat může infekce BVDV vést k různě závažným gastrointestinálním či respiračním potížím či problémům s reprodukcí. Ty jsou způsobeny transplacentární infekcí plodu, jež vede k potratům, vrozeným malformacím nebo v případě infekce nezralého imunitního systému k trvale infikovaným (perzistentně infikovaným či viremickým) telatům. Perzistentně infikovaná (PI) zvířata překonají prenatální infekci, ale postnatální infekce u nich vede k přechodné virémii navozené produkcí neutralizačních protilátek.
Neidentifikovaná PI zvířata šíří BVDV, neboť jejich výkaly po celou dobu jejich života obsahují vysoké množství viru. Proto mohou infikovat březí samice, která poté porodí nová PI mláďata. Hlavním cílem úspěšného boje s nemocí je proto včasná identifikace PI zvířat.
Vysoká citlivost VIROTYPE® BVDV zajišťuje včasnou detekci patogenu mezi jednotlivci i ve směsném vzorku (až 50 jednotlivých vzorků ve směsném vzorku krve, plazmy a séra, až 100 jednotlivců ve vzorcích mléka nebo až 25 jednotlivců ve vzorcích ušní tkáně).

Princip testu
VIROTYPE® BVDV obsahuje všechny reagencie pro detekci RNA BVDV včetně pozitivní a negativní kontroly.

Reverzní transkripce (RT) virové RNA a následná amplifikace cDNA polymerázovou řetězovou reakcí (PCR) jsou uskutečňovány v jedné mikrozkumavce, což snižuje na minimum riziko kontaminace. Reportéry sond emitují fluorescenční záření úměrné k množství amplifikovaného produktu, a tak může být reakce pozorována v reálném čase (real-time PCR).
Falešně negativní výsledky jsou vyloučeny díky použití interní kontroly. VIROTYPE® BVDV používá dvě specifické kombinace primeru a sondy – jednu pro pestiviry, která emituje fluorescenci FAM, a jednu pro interní kontrolu, která emituje fluorescenci HEX.
Objemy reakcí
	
	25 reakcí
	96 reakcí
	480 reakcí

	PCR mix (žluté víčko)
včetně primerů, sondy, vnitřní kontroly
	560 μl
	2 x 1 ml
	6 x 1,65 μl

	Mix enzymů (zelené víčko)
	7,5 μl
	26 μl
	2 x 65 μl

	Pozitivní kontrola (červené víčko)
	25 μl
	50 μl
	2 x 50 μl

	Negativní kontrola (modré víčko)
	25 μl
	50 μl
	1x 100 μl


Způsob uchovávání a použitelnost
Neprodleně po přijetí uložte kit do mrazáku s teplotou -20°C a bez přístupu světla. V těchto podmínkách je kit stabilní až do konce doby expirace. Po vypršení expirační doby reagencie nepoužívejte.
Je třeba se vyvarovat se opakovaného zamrazování a rozmrazování (> 4 cykly).
Další požadovaný materiál a vybavení

· Kit pro extrakci RNA

· Pipety (0,5 μl - 1000 μl)

· Sterilní špičky (s filtrem)
· Sterilní 1,5 ml mikrozkumavky

· Stolní centrifuga

· Optická 96-jamková destička nebo reakční mikrozkumavky
· Optická adhezivní fólie nebo těsnící víčko

· Real-time PCR cykler (Stratagene Mx3000P, Stratagene Mx3005P, ABI PRISM nebo podobný)
Ochranná známka a patenty

VIROTYPE® BVDV JE REGISTROVANÁ OBCHODNÍ ZNAČKA.
PCR JE CHRÁNĚNO PATENTOVÝMI PRÁVY. ZAKOUPENÍ TOHOTO PRODUKTU ZARUČUJE KUPCI PRÁVA Z URČITÝCH PATENTŮ FIRMY ROCHE, ABY JEJ POUŽÍVALI K VETERINÁRNÍMU IN VITRO DIAGNOSTICKÉMU TESTOVÁNÍ. TÍMTO NENÍ ZARUČEN ŽÁDNÝ OBECNÝ PATENT NEBO LICENCE JAKÉHOKOLI DRUHU NEŽ TOTO KONKRÉTNÍ PRÁVO K POUŽÍVÁNÍ.
Bezpečnostní opatření a varování
Test mohou provádět pouze osoby kvalifikované pro práci v laboratoři. Součásti testovacího kitu nesmějí být kontaminovány nebo smíchány se složkami z jiné šarže.
Příprava vzorků a amplifikace by měla být prováděna v oddělených místnostech. Přijměte vhodná bezpečnostní opatření pro práci v laboratoři a dodržujte pravidla správné laboratorní praxe. Po celou dobu práce noste rukavice.

PCR mix obsahuje < 0.1 % azidu sodného (NaN3). Všechny zbytky vzorků a předměty, které přišly do kontaktu se vzorky, musí být dekontaminovány nebo zlikvidovány jako potenciálně infekční materiál. 

Prosíme, abyste pečlivě dodržovali BVDV real-time PCR protokol (strana 5). Pouze pro veterinární použití.

Vzorky
VIROTYPE® BVDV je vhodný k detekci RNA BVDV ze vzorků hovězí krve, plazmy, séra, mléka a ušní tkáně. Přednostně používejte plazmu v EDTA, protože virová RNA v přítomnosti EDTA nejméně degraduje. Díky vysoké citlivosti testu lze analyzovat směsné vzorky obsahující až 50 jednotlivých krevních vzorků (krev, plazma, sérum), až 100 jednotlivých vzorků mléka a až 50 jednotlivých vzorků ušní tkáně. Optimální počet vzorků ve směsném nicméně záleží na regionálním rozšíření BVDV a stáří zvířat.
Extrakce RNA
Pro izolaci RNA BVDV doporučujeme následující kity:

	QIAamp® Viral RNA Mini (QIAGEN) 
	Plasma, sérum, krev v EDTA, mléko

	QIAamp® MinElute® Virus Spin (QIAGEN)
	Plasma, sérum, krev v EDTA

	NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel) 
	Plasma, sérum, krev v EDTA

	MagMAX™ Viral RNA Isolation Kit (AM 1836, Applied Biosystems)
	Plasma, sérum

	RNeasy Mini Kit (QIAGEN), vlastní uživatelský protokol
	Mléko

	RNeasy® Fibrous Tissue Mini (QIAGEN) 
	Ušní tkáň


Pokud po extrakci RNA bezprostředně nenásleduje real-time RT-PCR, uchovávejte izolovanou RNA při teplotě -70°C (-20°C nebo méně).
	Pro rychlou přípravu vzorků ušní tkáně (průměr 2-3 mm) bez použití izolace RNA doporučujeme VIROTYPE® TLR. Lyzáty ušní tkáně by měly by skladovány při teplotě -20°C nebo 2-8°C po dobu až 12 hodin.


Protokol real-time RT- PCR pro BVDV
Před začátkem testování si důkladně pročtěte celý návod. Vzhledem k nestabilitě RNA provádějte testování bez přerušení. Mix enzymů vyndejte z mrazáku s teplotou -20 °C až bezprostředně před použitím, vždy jej mějte na ledu a neprodleně po použití vraťte do mrazáku. 
1. Před použitím reagencie krátce stočte. Všechny pipetovaní kroky provádějte na ledu.

2. Připravte master mix smícháním PCR mixu (žluté víčko) a mixu enzymů (zelené víčko).

Pipetovací schéma:

	Počet reakcí
	1
	25
	96
	480

	PCR Mix (žluté víčko)
	19,75 μl
	493,75 μl
	1 896 μl
	9 480 μl

	Mix enzymů (zelené víčko)
	0,25 μl
	6,25 μl
	24 μl
	120 μl

	Σ objem master mixu
	20 μl
	500 μl
	1 920 μl
	9 600 μl


Spočítejte si objem master mixu pro počet reakcí (vzorky + kontroly) včetně rezervy. Pro každý běh provádějte nejméně jednu pozitivní a jednu negativní kontrolu.

Napipetujte PCR mix a mix enzymů do sterilní mikrozkumavky, promíchejte a krátce stočte.
3. Napipetujte 20 μl master mixu do každé jamky optické mikrotitrační destičky nebo do optických reakčních mikrozkumavek.

4. Přidejte 5 μl izolované RNA nebo kontroly (červené a modré víčko) a promíchejte. Konečný objem reakce je tedy 25 μl. Ihned zakryjte jamky adhezivní fólií nebo zavřete víčka. Pokud je třeba, krátce stočte.
Nastavte software cykleru podle následujícího schématu pro reporter a zhášeč (quencher).
	
	Reportér
	Zhášeč

	BVDV
	FAM
	TAMRA

	Vnitřní kontrola
	HEX/JOE*
	TAMRA

	Pasivní referenční barva
	ROX
	


*   Vyberte možnost podle vašeho cykleru.

Protokol real-time RT-PCR 
	50 °C 
	20 min
	

	95 °C
	15 min
	

	95 °C
	30 s
	40 cyklů

	57 °C
	45 s
	Měřeno až na konci cyklu.

	68 °C
	45 s
	


Ověření platnosti testu
Aby byly výsledky platné, pozitivní kontrola1 musí vykazovat signál FAM a HEX s hodnotami Ct2 menšími než 36 (Ct < 36).

Negativní kontrola nemá mít signál FAM a signál HEX musí mít hodnotu Ct menší než 36 (Ct < 36).
1 
2 x 103 kopií RNA/ μl
2 
Treshold cyklus (Ct): cyklus, kdy křivka amplifikace překročí prahovou hodnotu, tj. cyklus, při kterém je pozorován první detekovatelný nárůst fluorescence.
Interpretace výsledků

A. Je naměřen fluorescenční signál FAM:
( Pozitivní výsledek, vzorek obsahuje BVDV.

V tomto případě může být signál HEX opomenut, protože vysoké koncentrace RNA BVDV mohou konkurovat interní kontrole a signál HEX může být snížen nebo zcela vymizet.
Pokud je hodnota Ct FAM fluorescence menší než 30 (Ct < 30), pochází vzorek pravděpodobně od perzistentně infikovaných zvířat (PI).

B. Je naměřen fluorescenční signál HEX (interní kontrola), ale žádný signál FAM:
( Negativní výsledek, vzorek neobsahuje BVDV.

HEX fluorescence označuje interní kontrolu, kterou je vyloučena celková inhibice PCR.
C. Není detekována ani FAM ani HEX fluorescence:
( Test je neplatný, nelze určit výsledek.

Protože byla PCR inhibována, doporučujeme znovu otestovat jednotlivé vzorky zředěné nuklease-free vodou (např. 1:5), zopakovat extrakci RNA nebo zopakovat celou proceduru s novým vzorkem.
Poznámky:
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