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ID GENE LYO FMDV TRIPLEX
[bookmark: bookmark1]RT-PCR SOUPRAVA PRO KVALITATIVNÍ DETEKCI 
RNA VIRU SLINTAVKY A KULHAVKY

	PATOGEN
	Virus slintavky a kulhavky

	TYP NUKLEOVÉ KYSELINY
	RNA

	DRUHY
	Ovce, skot, kozy, jelenovití, prasata, velbloudi a ostatní druhy zvířat vnímavé k viru FMD

	CÍLOVÉ SEKVENCE
	· Cílová sekvence specifická pro genom viru slintavky a kulhavky
· Endogenní necílová pozitivní kontrola NTPCen: sekvence specifická pro výše uvedené živočišné druhy, pro něž je test schválen (všudypřítomný buněčný gen)
· Exogenní necílová pozitivní kontrola NTPC-FMDV: sekvence specifická pro nepatogenní RNA virus

	DRUHY VZORKŮ
	· Plná krev (ve zkumavkách s EDTA) a sérum
· Mléko
· Orgány a tkáně (např. jazyk a epitel z narušených lézí)
· Stěry (orální a orofaryngeální)
· Virové kultury

	SOUVISEJÍCÍ VÝROBKY
	Souprava pro rychlou magnetickou extrakci ID Gene Mag Fast Extraction Kit (kód výrobku: MAGFAST)

	KÓDY A FORMÁTY VÝROBKŮ
	IDFMDVL-50
50 testů
	IDFMDVL-100
100 testů






	Použití in vitro	
Pouze pro profesionální veterinární použití
IDFMDVL verze 0125 EN
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[bookmark: bookmark2]RIZIKA A BEZPEČNOSTNÍ OPATŘENÍ PŘI POUŽITÍ

Před použitím si pečlivě přečtěte tento návod. Pro každou šarži soupravy použijte pouze verzi příbalového letáku uvedenou na listu pro kontrolu kvality. Obecná příručka k používání technik molekulární biologie a bezpečnostní listy (BL) jsou k dispozici na vyžádání na adrese info@innovative-diagnostics.com.
Upozornění: Některé komponenty obsahují nebezpečné chemické látky. Používejte osobní ochranné prostředky. Dodržujte správnou laboratorní praxi (SLP) a bezpečnostní pokyny. Likvidujte činidla a biologický odpad v souladu s platnými předpisy.
[bookmark: bookmark3]

OBECNÉ INFORMACE
[bookmark: bookmark4][bookmark: bookmark5]Vlastnosti
Souprava ID Gene Lyo FMDV Triplex (kód výrobku: IDFMDVL) je kvalitativní triplexová souprava pro RT-PCR v reálném čase, která současně detekuje:
· cílovou sekvenci specifickou pro genom viru slintavky a kulhavky (FMDV) v kanálu FAM,
· sekvenci specifickou pro endogenní necílovou pozitivní kontrolu (NTPCen), což je všudypřítomný gen, který je přirozeně přítomen v buňkách ovcí, skotu, koz, jelenovitých, prasatovitých, velbloudovitých a dalších druhů vnímavých na FMDV, v kanálu VIC/ HEX. Pro více informací o zvířecích druzích, u kterých je cíl NTPCen detekovatelný, odkazujeme na naši interní validaci.
· sekvence specifická pro exogenní necílovou pozitivní kontrolu (NTPC-FMDV) v kanálu Cy5.


Tuto soupravu lze použít na následujících matricích:

	POVAHA VZORKU

	Plná krev a sérum

	Mléko

	Orgány a tkáně (např. jazyk a epitel z narušených lézí)

	Stěry (orální a orofaryngeální)

	Virové kultury



Souprava ID Gene Lyo FMDV Triplex zahrnuje amplifikační reakční směs v lyofilizovaném formátu, který zajišťuje větší stabilitu v čase a lepší odolnost vůči přepravním podmínkám. Přepravuje se při pokojové teplotě, takže přeprava je jednodušší, ekonomičtější a šetrnější k životnímu prostředí.


[bookmark: bookmark6][bookmark: bookmark7]Složení soupravy, příprava činidel a podmínky skladování
Souprava ID Gene Lyo FMDV Triplex obsahuje níže uvedená činidla:
	REF. ČÍSLO
	OBJEM
	POPIS
	TEPLOTA A DOBA KONZERVACE
	PŘÍPRAVA ČINIDEL

	
	
	
	PŘI PŘÍJMU
	PO
REKONSTITUCI
	

	ARM-FMDVL
Lyofilizovaná
Amplifikační
Reakční
Směs
	Lahvička s lyofilizovaným obsahem
Červený uzávěr

825 µl konečný

x1: 50 testů
x2: 100 testů
	Reakční směs obsahující
Reverzní
Transkriptázu, Taq polymerázu, primery,
hydrolýzní sondy, oligonukleotidy.
	Lyofilizované:
viz datum spotřeby uvedené na lahvičce.

Skladujte při teplotě ≤ -16 °C, chraňte před světlem

	Viz datum spotřeby na listu QC a na lahvičce (1)

Skladujte při teplotě ≤ -16 °C, chraňte před světlem


	Rekonstitujte podle postupu uvedeného na začátku kapitoly „Amplifikační protokol“

	ARM-TUBE
Prázdná mikrozkumavka
	Mikrozkumavka, bílý uzávěr

x1: 50 testů 
x2: 100 testů
	Označená prázdná plastová mikrozkumavka určená pro ARM-FMDVL po rekonstituci
	Nepoužije se
	
	

	RB2
Resuspenzní 
pufr 2
	Mikrozkumavka Červený uzávěr

1000 µl

x1: 50 testů 
x2: 100 testů
	ARM-FMDVL Resuspenzní pufr obsahující stabilizační činidla
	Skladujte při teplotě ≤ -16 °C
	Nepoužije se
	Připraveno k použití

	NTPC-FMDV
Exogenní
Necílová
Pozitivní
Kontrola
	1 lahvička s lyofilizovaným obsahem

2200 µl
	Nepatogenní virus
	Lyofilizované:
viz datum spotřeby uvedené na lahvičce

Skladujte při teplotě ≤ -16 °C
	Skladujte po dobu nejvýše 12 měsíců (1)

Skladujte při teplotě ≤ -16 °C
	Přidejte 2 200 µl vody bez nukleázy (bez RNázy/DNázy). Nechte je resuspendovat po dobu 10 minut při pokojové teplotě a poté je promíchejte. Před použitím zkontrolujte, zda se pelety zcela rozpustily.

	PAC-FMDV
Pozitivní
Amplifikační
Kontrola
	Mikrozkumavka, modrý uzávěr

100 µl
	Syntetické nukleové kyseliny obsahující cílové sekvence specifické pro FMDV, NTPCen a NTPC-FMDV
	Skladujte při teplotě ≤ -16 °C
	Nepoužije se
	Připraveno k použití


Poznámka: Přeprava soupravy probíhá při pokojové teplotě. Po přejímce by měla být celá souprava skladována při teplotě ≤ - 16 °C.
	(1) Pro všechna činidla se doporučuje připravit alikvoty (minimálně 100 µl), aby se zabránilo více než 3 cyklům zmrazení/rozmrazení na alikvot. Rozmrazte alikvot nejlépe při teplotě 5 °C (± 3 °C) nebo při pokojové teplotě (21 °C ± 5 °C), pokud jej použijete ihned po rozmrazení.




[bookmark: bookmark8][bookmark: bookmark9]Vybavení, materiály, činidla a spotřební materiály, které zajišťuje uživatel:
Veškerý použitý materiál by měl být v kvalitě vhodné pro molekulární biologii.
[bookmark: bookmark10]Vybavení a materiály:
· Termocykler pro PCR v reálném čase s kanály pro snímání těchto fluoroforů: FAM, HEX nebo VIC a Cy5.
· Přesné pipety pro dávkování objemů od 1 µl do 1 000 µl.
· Osobní ochranné prostředky (jednorázové rukavice a laboratorní plášť, případně ochranné brýle, maska...).
· Chladicí box.
[bookmark: bookmark11]Činidla:
· Voda s molekulárně biologickou kvalitou, bez nukleáz (DNázy a RNázy).
[bookmark: bookmark12]Spotřební materiál:
Pipetovací špičky s filtrem bez nukleázy.
· 96jamkové PCR destičky a vhodné lepicí fólie nebo PCR mikrozkumavky (s optickou kvalitou kompatibilní s termocyklerem) a vhodné uzávěry.


[bookmark: bookmark13][bookmark: bookmark14]KONTROLY EXTRAKCE A AMPLIFIKACE

Pro každý cyklus analýzy se důrazně doporučuje použít následující kontroly:
	KONTROLA
	
	POPIS

	Připravuje se
	NEC
Negativní
Extrakční
Kontrola
	Tuto kontrolu, s níž se zachází stejně jako se vzorky od fáze předúpravy (je-li třeba), může tvořit:
· Voda bez nukleázy (RNázy /DNázy) nebo jakýkoliv jiný pufr používaný během extrakčního kroku (NEC-proces). Tato kontrola se používá k ověření nepřítomnosti kontaminace během extrakčního kroku.
· nebo negativní matrice odpovídající matrici testovaného vzorku (NEC-matrice). Tato kontrola umožňuje posoudit kvalitu předúpravy a extrakce a ověřit, zda nedošlo ke kontaminaci. Lze ji použít jako referenční vzorek pro analýzu exogenních signálů ze vzorků.
Tato kontrola by neměla obsahovat cílový patogen.

	
	NAC
Negativní
Amplifikační
Kontrola
	Tato kontrola (voda bez nukleázy) se používá k ověření nepřítomnosti kontaminantů během amplifikačního kroku qPCR. Může být zahrnuta do každého cyklu.

	Dodává se s touto soupravou
	PAC-FMDV
Pozitivní
Amplifikační
Kontrola
	Tato kontrola umožňuje ověřit amplifikaci cíle. Skládá se ze syntetických nukleových kyselin obsahujících cílové sekvence specifické pro FMDV, NTPCen a NTPC-FMDV.

	
	NTPC-FMDV
Exogenní
Necílová
Pozitivní
Kontrola
	Jedná se o lyofilizovanou exogenní necílovou pozitivní kontrolu sestávající z nepatogenního RNA viru, který napodobuje cílový virus. Po rekonstituci může být přidán ve fázi předúpravy pro extrakci nukleových kyselin ke každému vzorku i ke kontrole NEC.
Poskytuje exogenní signál, který lze použít k posouzení účinnosti předúpravy a extrakčních kroků a k vyhodnocení možné přítomnosti inhibitorů RT-qPCR v každém vzorku a ve vzorcích kontroly extrakce.

Jeho použití se důrazně doporučuje při testování vzorků obsahujících omezený počet buněk (např. mléko, sérum).

	Vlastní vzorkům
	NTPCen
Endogenní
Necílová
Pozitivní
Kontrola
	Tato endogenní necílová pozitivní kontrola je přirozeně přítomna v buňkách mnoha druhů vnímavých na FMDV*.
Používá se pro:
· sledování kvality vzorku a procesů předúpravy a extrakce a posuzuje:
· integritu nukleových kyselin získaných z živočišných buněk,
· množství buněk ve vzorku (např. ve stěru),
· lýzu buněk.
· potvrzení přítomnost extraktu nukleové kyseliny vzorku v jamce/mikrozkumavce pro PCR.

*Při testování jiných než schválených druhů zvířat a v případě, že cíl NTPCen není rozpoznán, se důrazně doporučuje použít NTPC-FMDV pro pomoc s hodnocením výsledků.




[bookmark: bookmark15][bookmark: bookmark16]EXTRAKCE NUKLEOVÝCH KYSELIN
Před amplifikací metodou RT-qPCR musí být ze vzorků a kontrolních vzorků extrahována RNA FMDV.
Souprava ID Gene Lyo FMDV Triplex byla ověřena s následující extrakční metodou:
	POPIS
	NÁZEV VÝROBKU
	KÓD VÝROBKU
	TYP VZORKU

	Souprava pro rychlou extrakci nukleových kyselin s magnetickými kuličkami
	ID Gene Mag
Fast Extraction Kit
	MAGFAST
	Všechny validované výše uvedené matrice


[bookmark: bookmark17]Podrobné protokoly o předúpravě a extrakci pro extrakční soupravy Innovative Diagnostics specifické jednotlivá onemocnění jsou k dispozici na vyžádání na adrese info@innovative-diagnostics.com.
	Důležité upozornění
Ačkoli qPCR testy z řady produktů ID.Vet lze použít s extrakčními soupravami od jiných dodavatelů, je důležité nás kontaktovat PŘED provedením testů, abychom ověřili kompatibilitu.



Testovací objemy pro extrakci kontrol jsou uvedeny v tabulce níže.
	KONTROLA
	OBJEM

	NTPC-FMDV
	20 µl, které se přidají ke každému vzorku a NEC



	Důležité upozornění
Při použití extrakční soupravy přidejte do mikrozkumavek nebo destiček s hlubokými jamkami nejprve předupravené vzorky nebo NEC kontroly, poté lyzační pufr a nakonec 20 µl NTPC-FMDV.
Nepřidávejte NTPC-FMDV přímo ke vzorku / kontrolnímu vzorku NEC.
Pokud se má analyzovat velký počet vzorků, doporučuje se připravit homogenní směs lyzačního pufru a NTPC-FMDV vynásobením uvedených množství počtem analyzovaných vzorků a kontrol a přidáním 10 % mrtvého objemu.
NTPC-FMDV nabízí možnost rozšířeného hodnocení kroků předúpravy a extrakce a potenciální přítomnosti inhibitorů PCR, ale jeho použití není povinné (i když se důrazně doporučuje při testování vzorků s omezeným počtem buněk). Střední hodnota Cq NTPC-FMDV pro negativní kontrolu extrakce (NEC) za našich provozních podmínek je uvedena na certifikátu kontroly kvality šarže. Laboratoře mohou ve svých podmínkách získat mírně odlišné hodnoty.




[bookmark: bookmark18][bookmark: bookmark19]PROTOKOL AMPLIFIKACE
[bookmark: bookmark20][bookmark: bookmark21]
Při prvním použití soupravy: rekonstituce lyofilizované amplifikační reakční směsi ARM-FMDVL
1. Odstraňte hliníkový uzávěr z lahvičky ARM-FMDVL.
2. Do lahvičky ARM-FMDVL přidejte 825 µl resuspenzního pufru 2 (RB2) a ponechte 2 minuty při pokojové teplotě.
3. Obsah lahvičky homogenizujte postupným pipetováním.
[image: ] V této fázi nepoužívejte vortex.
4. Zkontrolujte, zda je peleta zcela rozpuštěna, a poté obsah přeneste do prázdné plastové mikrozkumavky s bílým uzávěrem, která je součástí soupravy a je označena ARM-TUBE.
Nyní lze mikrozkumavku umístit na vortex a odstředit.
5. Na štítek mikrozkumavky uveďte název a číslo šarže ARM-FMDVL, datum rekonstituce a datum spotřeby po rekonstituci.
	Mikrozkumavky obsahující ARM-FMDVL lze po rekonstituci uchovávat při teplotě od -16 °C do -26 °C. Doba skladovatelnosti této složky je uvedena v listu kontroly kvality soupravy.
Doporučuje se připravit alikvotní podíly (minimálně 100 µl), aby reakční směs neprocházela více než 3 cykly zmrazení/rozmrazení.



[bookmark: bookmark22]Příprava amplifikační reakce RT-qPCR
[image: ] Přípravu se doporučuje provádět ve vyhrazené místnosti s laboratorními prostory a vybavením oddělenými od prostor a vybavení používaných pro přípravu amplifikační reakční směsi ARM. Čas na dokončení by neměl přesáhnout 20 minut.

1. Připravte plán testování pro analýzu vzorků a kontrol. Při použití 96jamkových PCR destiček nezapomeňte oddělit pozitivní kontrolu (PAC-FMDV) od ostatních vzorků.
2. Rozmrazte zkumavku s ARM-FMDVL nebo alikvotní část, poté dobře homogenizujte (na vortexu) a krátce odstřeďte.
[image: ] ARM rozmrazujte nejlépe při teplotě 5 °C (± 3 °C) nebo při pokojové teplotě (21 °C ± 5 °C), pokud se bude používat ihned po rozmrazení. Chraňte před dlouhodobým působením světla.
[image: ] Všechny složky se doporučuje uchovávat při teplotě 5 °C (± 3 °C) a při přípravě používat chladicí stojan pro PCR destičky/zkumavky.
3. Do každé jamky nebo mikrozkumavky nadávkujte 15 µl ARM-FMDVL. Používejte PCR destičky nebo zkumavky vhodné do termocykleru.
[image: ] Ihned po použití zkumavku ARM nebo alikvotní část znovu zmrazte.
4. Poté přidejte do jamek nebo mikrozkumavek vybraných pro:
· vzorky: 5 µl extraktu vzorku,
· pozitivní kontrolu amplifikace: 5 µl PAC-FMDV,
· negativní kontrolu extrakce (NEC): 5 µl extraktu NEC-matrice a/nebo NEC-proces,
· negativní kontrolu amplifikace (NAC): 5 µl vody bez nukleázy.
5. Přikryjte destičku lepicí fólií nebo mikrozkumavky vhodnými uzávěry.
6. Krátce odstřeďte destičku nebo zkumavky, aby se zabránilo vzniku vzduchových bublin.
[image: ] Před amplifikací, která by měla být provedena co nejdříve po přidání vzorků a kontrol, by měly být destičky nebo mikrozkumavky skladovány při teplotě 5 °C (± 3 °C).


[bookmark: bookmark23][bookmark: bookmark24]Programování fáze amplifikace
1. Naprogramujte termocykler tak, aby pro každou jamku analyzoval následující detektory:
	CÍL
	KANÁL SCHOPNÝ ZJIŠŤOVAT HODNOTY
	ZHÁŠEČ*

	FMDV
	FAM
	Nefluorescenční

	Endogenní necílová pozitivní kontrola (NTPCen)
	VIC /HEX
	Nefluorescenční
(kompatibilní s VIC/HEX)

	Exogenní necílová pozitivní kontrola (NTPC-FMDV)
	Cy5
	Nefluorescenční


Poznámka: Pro zařízení vyžadující interní referenci pro optickou kalibraci obsahuje zesilovací reakční směs ROX.
[image: ] *Pokud jde o zhášeč, nastavení parametrů přístroje pro barvivo TAMRA namísto nefluorescenčního barviva může u některých přístrojů zlepšit analýzu dat.
[image: ] Před spuštěním amplifikačního programu (u termocyklerů s možností výběru specifických odečítacích kanálů) je nanejvýš důležité vybrat fluorofory pro cílový vzorek FMDV (FAM), endogenní kontrolu NTPCen (VIC/HEX) a případně exogenní kontrolu NTPC-FMDV (Cy5).
2. Vyberte si ze 3 amplifikačních programů ověřených společností Innovative Diagnostics:
· Ultra rychlý program (který umožňuje provést RT-qPCR přibližně za 40 minut),
· Rychlý program (který umožňuje provést RT-qPCR přibližně za 50 minut),
· [image: ]Standardní program (který je kompatibilní s amplifikačními programy nabízenými jinými výrobci činidel, a umožňuje tak souběžnou analýzu).
	FÁZE
	ULTRA-RYCHLÝ PROGRAM
	RYCHLÝ PROGRAM
	STANDARNÍ PROGRAM
	POČET CYKLŮ

	(1) Reverzní transkripce
	10 minut při 45 °C
	10 minut při 45 °C
	10 minut při 45 °C
	1

	(2) Aktivace polymerázy
	2 minuty při 95 °C
	2 minuty při 95 °C
	10 minut při 95 °C
	1

	(3) Denaturace/elongace DNA
	5 s při 95 °C
2 s při 60 °C
	10 s při 95 °C
30 s při 60 °C
	15 s při 95 °C
60 s při 60 °C
	40


Poznámka: Fluorescence se odečítá na konci fáze prodloužení při 60 °C.

3. Zvolte konečný objem 20 µl.
[image: ] Pokud se v jedné analýze kombinují různé objemy, pro parametrizaci termocykleru berte v úvahu největší objem destičky nebo mikrozkumavky.
4. Umístěte destičku nebo mikrozkumavky do termocykleru a spusťte program.
[image: ] Zajistěte řízení pracovního postupu personálu, aby se minimalizovala kontaminace prostor pro přípravu ARM nebo qPCR reakcí. Po dokončení zlikvidujte destičky nebo mikrozkumavky vyhozením do nádob umístěných mimo pracovní prostor vyhrazený pro RT-PCR.


[bookmark: bookmark25][bookmark: bookmark26][bookmark: bookmark27]KONTROLA A HODNOCENÍ VÝSLEDKŮ
[bookmark: bookmark28]Kontrola testu
Hodnocení výsledků pro každý vzorek se provádí na základě získání charakteristické amplifikační křivky s použitím hodnot Cq (kvantifikační cyklus) nebo Ct (prahový cyklus) získaných pro každý z odečítacích kanálů.
[image: ] Pro správné hodnocení dat je nanejvýš důležité vybrat fluorofory spojené s cílem FMDV (FAM), endogenní kontrolou NTPCen (VIC/HEX) a případně exogenní kontrolou NTPC-FMDV (Cy5).
[image: ] Zrušení výběru odečítacího kanálu před analýzou cyklu může vést k nesprávným výsledkům: různý dopad v závislosti na značce termocykleru souvisí s optickými vlastnostmi přístroje.
Hodnoty Cq se určují ze základní úrovně (prahu), kterou je třeba v závislosti na analytickém softwaru umístit ručně. Pro získání co nejreprodukovatelnějších výsledků je nezbytné, aby byla základní úroveň umístěna přesně. Pro usnadnění stanovení základní úrovně si prosím přečtěte obecnou příručku pro provádění technik molekulární biologie, která je na vyžádání k dispozici na adrese info@innovative-diagnostics.com.
[bookmark: bookmark29]Po kontrole průběhu RT-qPCR, pokud níže popsané kontroly poskytují platné výsledky, lze hodnotit každý vzorek. V opačném případě nelze vzorky analyzovat a předúprava/extrakce a/nebo amplifikace RT-qPCR se musí opakovat.
	KONTROLA
	SIGNÁL FAM FMDV a
	SIGNÁL VIC/HEX Endogenní kontrola NTPCen
	SIGNÁL CY5 Exogenní kontrola NTPC-FMDV a
	VYHODNOCENÍ

	Proces NEC
	-
	-
	+c
	Ověřuje přítomnost nukleových kyselin exogenní kontroly a nepřítomnost kontaminace v pufrech použitých během předúpravy a extrakce.

	Matrice NEC
	-
	+ / -
v závislosti na podílu buněk ve vzorku a na druhu zvířete b
	+c
	Lze nahradit NEC-procesu. Je možné stanovit referenční hodnoty Cq pro endogenní signály VIC®/HEX™ a exogenní signály Cy5 pro každou matrici a extrakční metodu b,c.

	NAC
	-
	-
	-
	Ověřuje nepřítomnost kontaminace během amplifikace.

	PAC-FMDV
	+
	+
	+
	Ověřuje proces amplifikace RT-qPCR.


- : nezjištěno + : přítomnost typické amplifikační křivky

a Pro informace o hodnotách Cq se podívejte na orientační hodnoty uvedené na listu pro kontrolu kvality souvisejícím s danou šarží a/nebo ve kontrolním souboru, který je k dispozici na vyžádání. Upozorňujeme, že hodnoty Cq závisí na testovaných matricích, použitých extrakčních metodách a použitých termocyklerech. Společnost Innovative Diagnostics doporučuje, aby si každá laboratoř stanovila vlastní prahové hodnoty pro všechny kontroly používané pro RT-qPCR. Střední hodnota Cq NTPC pro negativní kontrolu extrakce (NEC) za našich provozních podmínek je uvedena na certifikátu kontroly kvality šarže. Laboratoře mohou ve svých podmínkách získat mírně odlišné hodnoty.
b Berte v úvahu, že signál NTPCen je ovlivněn počtem buněk ve vzorku, který se může měnit v závislosti na matrici (např.: mléko, sérum). Kromě toho cíl NTPCen nemusí být zachován u všech druhů zvířat vnímavých na slintavku a kulhavku (podrobnosti o ověřených druzích naleznete v naší interní validační studii).
c Pokud během předúpravy a/nebo extrakce těchto kontrol nebyl vnesen NTPC-FMDV, nebude pozorován žádný signál Cy5. Přestože se použití doporučuje pro rozšířené vyhodnocení přípravných kroků a potenciální přítomnosti inhibitorů PCR, není povinné při každém cyklu. (ačkoliv se to důrazně doporučuje při testování vzorků s omezeným počtem buněk).


[bookmark: bookmark30][bookmark: bookmark31]Doporučené kroky v případě neplatných kontrol
Upozorňujeme, že se doporučuje provést následující kroky pro všechny vzorky a kontroly, které byly zahrnuty do stejného cyklu analýz.
[bookmark: bookmark32][bookmark: bookmark33]Neplatná kontrola NEC
V případě přítomnosti typické amplifikační křivky v signálu FMDV (FAM):
Došlo ke křížové kontaminaci. Doporučuje se zkontrolovat pracovní postupy a znovu provést předúpravu, extrakci a amplifikaci RT-qPCR.
V případě absence typické amplifikační křivky v signálu NTPC-FMDV(Cy5):
Pokud byla použita kontrola NTPC-FMDV, znamená to, že došlo k problému během procesu předúpravy/extrakce, během distribuce a/nebo že reakce RT-qPCR byla inhibována.
Zopakujte předúpravu /extrakci a amplifikaci RT-qPCR.
[bookmark: bookmark34][bookmark: bookmark35]Neplatná kontrola NAC
V případě přítomnosti typické amplifikační křivky v signálech FMDV (FAM), NTPCen (VIC/HEX) a/nebo NTPC-FMDV(Cy5):
Došlo ke křížové kontaminaci. Doporučuje se zkontrolovat pracovní postupy a znovu provést amplifikaci RT-qPCR.
[bookmark: bookmark36][bookmark: bookmark37]Neplatná kontrola PAC-FMDV
V případě absence typické amplifikační křivky u signálů FMDV (FAM), NTPCen (VIC/HEX) a/nebo NTPC-FMDV(Cy5):
Při distribuci PAC nebo amplifikační reakční směsi došlo k problému.
Zopakujte krok amplifikace RT-qPCR.
[bookmark: bookmark38][bookmark: bookmark39]Doporučené hodnocení výsledků
Každý analyzovaný vzorek lze hodnotit, pokud jsou splněna následující kritéria (viz oddíly: „Kontrola testu“ a „Doporučené kroky v případě neplatných kontrol“). Výsledky lze hodnotit podle následujících kritérií:
	FAM
SIGNÁL
FMDV
	SIGNÁL VIC/HEXSIGNAL Endogenní kontrola NTPCen d
	SIGNÁL CY5
Exogenní kontrola NTPC-FMDV e
	VYHODNOCENÍ

	
	-
	-
	FMDV zjištěn ve vzorku.

	+
	+ nebo -
	-
	

	
	
	+
	

	-
	+
	
	FMDV nezjištěn ve vzorku.

	-
	-
	
	Žádný vzorek / znehodnocený vzorek. Viz „Doporučené kroky v případě nehodnotitelných výsledků“


- : nezjištěno + : přítomnost typické amplifikační křivky

** Hodnotu endogenního signálu lze orientačně porovnat se signálem VIC/HEX související NEC-matrice. U některých matric, u nichž je množství buněk proměnlivé (např. mléko, sérum), by se endogenní signál (NTPCen) neměl brát v úvahu. Orientační příklady hodnot získaných za definovaných experimentálních podmínek (extrakční technika, termocykler atd.) ve společnosti Innovative Diagnostics jsou popsány v listu kontroly kvality a/nebo ve kontrolním souboru pro danou techniku.
e Pokud byla použita kontrola NTPC-FMDV, slabý signál Cy5 nebo nepřítomnost signálu Cy5 naznačuje, že došlo k problému během předúpravy/extrakce, distribuce vzorku a/nebo že reakce RT-qPCR byla inhibována. Pro informace o hodnotách Cq viz orientační hodnoty uvedené na listu kontroly kvality patřícím k dané šarži. Vezměte prosím na vědomí, že hodnoty Cq závisí na testovaných matricích, použitých extrakčních metodách a použitých termocyklerech. Společnost Innovative Diagnostics doporučuje, aby si každá laboratoř stanovila vlastní prahové hodnoty pro všechny kontroly zahrnuté do PCR.

Text návodu k použití součást dokumentace schválené rozhodnutím sp.zn. USKVBL/9796/2025/POD, č.j. USKVBL/12507/2025/REG-Gro ze dne 8.10.2025 o schválení veterinárního přípravku ID GENE LYO FMDV TRIPLEX
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[bookmark: bookmark40][bookmark: bookmark41]Doporučené kroky v případě nehodnotitelných výsledků
Došlo k problému během distribuce nebo extrakce vzorku a/nebo byla inhibována RT-qPCR reakce. 
V takovém případě se doporučuje provést následující kroky:
1. Zřeďte extrakty v poměru 1:10 vodou bez nukleázy a znovu proveďte krok amplifikace.
2. Pokud jsou výsledky stále nevyhovující, opakujte předběžnou úpravu/extrakci.
3. Pokud jsou výsledky stále nevyhovující, kvalita vzorku není pro analýzu dostatečná.
[bookmark: bookmark42]

TECHNICKÁ PODPORA A DOKUMENTACE
V případě dotazů a žádostí o technickou podporu a protokoly nás prosím kontaktujte na adrese info@innovative-diagnostics.com
[bookmark: bookmark43]
[image: ]HISTORIE REVIZÍ
V celé příručce jsou použity symboly , které upozorňují uživatele na provedené změny.

	TYP ÚPRAVY
	ÚPRAVA
	ZMĚNA VERZE
	AKTUALIZACE ODKAZU

	Oprava nesrovnalostí v dokumentu: psaní, typografie, změny v rozvržení stránky
	Drobná
	Ne
	Ne

	Aktualizace: upřesnění a doplnění podrobností o provádění testů
	Drobná
	Ne
	Ano

	Technické úpravy: technické úpravy soupravy, jejího složení a/nebo postupu testu
	VÝZNAMNÁ
	ANO
	Ano



	VERZE
	DATUM PROVEDENÍ ZMĚN
	REF. ČÍSLO
	DRUH REVIZE
	PROVEDENÁ REVIZE

	0125
	02/2025
	doc4899
	Aktualizace
	· Objasnění a doplnění podrobností

	
	
	
	Technické úpravy
	· Přidání programu ultra-rychlé amplifikace

	0824
	01/2025
	doc4820
	Nepoužije se (první verze)
	Nepoužije se
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