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ID Gene SBV Duplex 
(Schmallenberg Duplex)

Ref: IDSBV-50 / IDSBV-100
               50 / 100 testů
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RT-PCR souprava pro kvalitativní detekci RNA viru Schmallenberg
ze vzorků krve, krevního séra nebo mozkové tkáně přežvýkavců

Návod k použití

[bookmark: _Hlk195120800]Použití in vitro
Pouze pro profesionální veterinární použití














[bookmark: bookmark2]Obecné informace
· [bookmark: bookmark3]Vlastnosti
Souprava ID Gene Schmallenberg Duplex (IDSBV) je souprava pro RT-PCR v reálném čase, která amplifikuje cílovou sekvenci v genomu Schmallenbergského viru (SBV).
Tato souprava je kvalitativní duplexní test. Současně amplifikuje cílovou RNA a endogenní vnitřní kontrolu.
Souprava obsahuje cílovou pozitivní kontrolu (TPC-SBV), která se extrahuje stejným způsobem jako vzorky, aby se ověřila extrakce a amplifikace cíle.
Tuto soupravu lze použít k testování plné krve přežvýkavců odebrané v EDTA, séra nebo mozkové tkáně.
· [bookmark: bookmark4]Složení soupravy a podmínky skladování
Souprava IDSBV obsahuje níže uvedená činidla:
	Označení
	Složka
	Objem
	Popis

	TPC-SBV
	Cílová pozitivní kontrola
	550 µl
1 lahvička
	Inaktivovaný SBV, zředěný v sérové matrici negativní na virus, lyofilizovaný a kalibrovaný na 10 až 100násobek detekčního limitu metody (MDL).
Lyofilizovaná peleta se rekonstituuje v 550 µl destilované vody nebo vody bez nukleázy.

	ARM-SBV
	Amplifikační reakční směs
	400 µl
1 nebo 2 zkumavky
(bílý uzávěr)
	Reakční směs připravená k použití obsahující reverzní transkriptázu, Taq polymerázu a oligonukleotidy pro detekci SBV a endogenní necílové pozitivní kontroly.



Všechny komponenty by měly být skladovány při teplotě ≤ -16 °C. Doporučuje se připravovat alikvotní dávky (minimálně 100 µl) tak, aby se složky nerozmrazovaly více než třikrát.
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· Potřebné vybavení, které není součástí soupravy
Veškerý použitý materiál by měl být v kvalitě vhodné pro molekulární biologii.
[bookmark: bookmark6]Amplifikační nástroj:
Termocykler v reálném čase s kanály schopnými snímat následující vlnové délky: 525 nm (FAM), 548 nm (Yakima Yellow, ekvivalent VIC) a 650 nm (Cy5).
Příklady kompatibilních termocyklerů: CFX96, Chromo4 Biorad, LC480 I, LC480 II, LC96 Roche, 7500 AB a Rotorgen Qiagen. Ohledně vhodnosti použití s jinými termocyklery nás prosím kontaktujte.
[bookmark: bookmark7]Spotřební materiál:
· Přesné pipety schopné dodávat objemy od 1 µl do 1000 µl se špičkami s filtrem bez nukleáz
· 1,5ml zkumavky
· 96jamkové PCR destičky, proužky nebo PCR mikrozkumavky (s optickou kvalitou kompatibilní s termocyklerem) a vhodné lepicí fólie nebo uzávěry
[bookmark: bookmark8]Činidla:
· Destilovaná voda nebo voda bez nukleáz;
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Poznámky a bezpečnostní opatření
Použitý materiál obsahuje méně než 0,1 % nebezpečných nebo karcinogenních látek, a proto nejsou vyžadovány bezpečnostní listy. Doporučuje se však přijmout příslušná bezpečnostní opatření, stejně jako u každého biochemického produktu, a nosit vhodný oděv.
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Kontrola extrakce a amplifikace
· [bookmark: bookmark11]Pozitivní kontroly
Souprava IDSBV obsahuje následující pozitivní kontroly:
· [bookmark: bookmark12]Cílová pozitivní kontrola (TPC-SBV):
Tato kontrola je tvořena inaktivovaným SBV zředěným ve virově negativní sérové matrici, kalibrované v rozmezí 10 až 100násobku detekčního limitu metody (MDL).
Tato kontrola ověřuje extrakci a amplifikaci cíle.
[bookmark: bookmark13]Tato kontrola se připraví a extrahuje stejným způsobem jako vzorky.
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· Endogenní necílová pozitivní kontrola (NTPCen):
Tato kontrola je konstitutivně přítomna v buňkách testovaného vzorku. Ověřuje lýzu buněk a amplifikaci necílového genu. Potvrzuje také přítomnost buněk a poskytuje informaci o stavu vzorku.


· [bookmark: bookmark15]Negativní kontrola
Doporučuje se zahrnout následující negativní kontroly:
· [bookmark: bookmark16]Negativní kontrola extrakce (NEC)
U každého cyklu se doporučuje zahrnout negativní kontrolu extrakce (NEC).
Tato kontrola by měla být připravena a extrahována stejným způsobem jako vzorky, ale neměla by obsahovat žádnou cílovou RNA. Objem zabraný vzorkem se nahradí nereaktivní matricí nebo vodou bez nukleázy.
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· Negativní kontrola amplifikace (NAC)
Tato kontrola obsahuje 8 µl reakční směsi (ARM-SBV) a 5 µl vody bez nukleázy. Zahrnuje se do každého analytického cyklu pro kontrolu přítomnosti případných aerosolových kontaminantů.


[bookmark: bookmark18]Amplifikační protokol
· [bookmark: bookmark19]Extrakce virové RNA
Virová RNA musí být ze vzorku extrahována před amplifikací pomocí RT-PCR.
K tomu ID.Vet Genetics nabízí řadu extrakčních souprav, které jsou v souladu s francouzskou normou NF U47-600:

	Popis
	NÁZEV VÝROBKU
	Kód výrobku

	Extrakční systém s magnetickými kuličkami
	ID Gene Mag Universal Extraction Kit
	MAG192/MAG384

	
	ID Gene Mag Fast Extraction Kit
	MAGFAST384

	Extrakční systém s kolonou
	ID Gene Spin Universal Extraction Kit
	SPIN50/SPIN250
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· Extrakce kontrol
Objem kontroly, který má být extrahován, je popsán v tabulce níže:
[bookmark: bookmark21]Důležité:
· Uvedené hodnoty objemu jsou platné bez ohledu na extrakční systém.
· Kontroly musí být extrahovány současně se vzorky.
	Kontrola
	Objem

	TPC-SBV
	50 µl



Poznámka: Pokud se NEC připravuje se vzorkem s negativní matricí, postupujte podle protokolu extrakční soupravy pro příslušnou matrici.
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· Příprava amplifikační reakce PCR v reálném čase (RT-PCR)
1. Připravte si experimentální plán pro analýzu vzorků a kontrol a dbejte na oddělení pozitivní kontroly (TPC-SBV) od ostatních vzorků.
2. Rozmrazte soupravu IDSBV, ideálně při teplotě +5 °C (± 3 °C) v chladicím boxu. Při pokojové teplotě (+21 °C ± 5 °C) rozmrazujte pouze v případě, že má být směs použita ihned po rozmrazení.
3. Obsah zkumavky ARM-SBV homogenizujte vířením. Krátce odstřeďte.
4. Do každé jamky nalijte 8 µl přípravku ARM-SBV. Použijte PCR proužky nebo mikrotitrační destičky přizpůsobené používanému termocykleru.
5. Přidejte:
· 5 µl RNA extrahované z každého analyzovaného vzorku
· 5 µl RNA extrahované z TPC-MAP
· 5 µl extrahované NEC
· 5 µl vody bez nukleázy (NAC)
6. Destičku nebo proužky zakryjte vhodnou samolepicí fólií nebo krytkami.
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· Programování fáze amplifikace
1. Naprogramujte detektory termocykleru tak, aby pro každou jamku snímaly následující vlnové délky:
	Cíl
	Fluorofor
	A (nm)
	Zhášeč

	SBV
	FAM
	495-525
	Nefluorescenční

	NTPCen
	VIC / Yakima Yellow
	426-548
	nefluorescenční (kompatibilní s VIC/HEX)


Poznámka: Pro zařízení vyžadující interní referenci, obsahuje amplifikační směs IDSBV ROX.

2. Vyberte si ze 2 různých amplifikačních programů ověřených společností ID.Vet Genetics:
· Standardní program (umožňuje použití PCR souprav od různých dodavatelů v jednom cyklu) nebo
· Rychlý program
	Krok
	Standardní program
	Rychlý program
	Počet cyklů

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

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

	(3) Denaturace/prodloužení RNA
	15 s při 95 °C
60 s při 60 °C
	10 s při 95 °C
30 s při 60 °C
	40


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


3. V termocykleru zadejte jeden z těchto programů a zvolte konečný objem 13 µl na PCR. Pokud se v jednom cyklu kombinují různé objemy, zadejte největší objem na destičce.
4. Umístěte PCR destičku, PCR proužky nebo kapiláry do termocykleru a spusťte program.
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Kontrola a hodnocení výsledků
· [bookmark: bookmark25]Ověření testu
Analýza výsledků je založena na hodnotě Cq každého vzorku získané jednotlivými detektory.
Test se schvaluje podle níže uvedených kritérií uvedených. Pokud některé z kritérií není splněno, nelze výsledek spolehlivě vyhodnotit.

	Kontrola
	Očekávaný výsledek
	Kritéria přijatelnosti

	TPC-SBV
	Zjištěno u FAM
	Viz hodnota Cq uvedená v certifikátu kontroly kvality

	NTPCen
	Zjištěno u VIC v každém vzorku
	Přítomnost charakteristické křivky

	NEC
	Při použití vody nebylo zjištěno nic
Zjištěno u VIC, pokud byl použit vzorek negativní na virus
	Celková absence charakteristické křivky
Přítomnost charakteristické křivky

	NAC
	Žádná detekce
	Celková absence charakteristické křivky
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· Navrhované hodnocení výsledků
U každého vzorku lze výsledky hodnotit podle následujících kritérií:
	Vzorek
	Signál SBV
	Signál NTPC-SBV
	Hodnocení

	Individuální
	Zjištěno
	Zjištěno nebo nezjištěno
	U zvířete zjištěn SBV

	
	Nezjištěno
	Zjištěno
	U zvířete nezjištěn SBV

	
	Nezjištěno
	Nezjištěno
	Během distribuce nebo extrakce vzorku došlo k problému
/ PCR reakce byla inhibována


Poznámka: TPC-SB V lze použít jako „sentinel“, protože se jedná o pozitivní vzorek kalibrovaný na limit detekční metody.
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Neověřené vzorky:
· Pokud není detekován NTPCen, ale vzorek je zjištěn jako pozitivní na SBV, považujte vzorek za pozitivní.
· Pokud není detekován NTPCen:
· Problém nastal při distribuci vzorku nebo během procesu extrakce. V tomto případě je třeba znovu extrahovat vzorek.
· Nebo byla PCR reakce inhibována. V takovém případě proveďte novou amplifikaci podle níže uvedeného postupu.
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Postup, který je třeba dodržet v případě inhibování PCR reakce:

1. Extrahovanou RNA zřeďte 10násobně ve vodě bez nukleázy.
2. Opakujte krok amplifikace na 5 µl tohoto roztoku.
3. Bude-li zjištěn NTPCen, hodnoťte vzorek podle výše uvedené tabulky.
4. Nebude-li zjištěn NTPCen, vzorek znovu extrahujte, nebo jej považujte za nehodnotitelný.
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Dokumentace a podpora

V případě dotazů nebo požadavků na technickou podporu se obraťte na: support.genetics@id-vet.com

Další informace naleznete na adrese www.id-vet.com



	VÝROBCE
	DISTRIBUTOR A DRŽITEL ROZHODNUTÍ O SCHVÁLENÍ

	[image: Innovative Diagnostics - Serosep]
	[image: Profile for O.K. Servis BioPro]

	Innovative Diagnostics
310 rue Louis Pasteur
34790 Grabels, Francie
info@innovative-diagnostics.com 
www.innovative-diagnostics.com 
	O.K. SERVIS BioPro, s.r.o.
Bořetická 2668/1, 
193 00 Praha 9, Česká republika
info@oks.cz 
www.biopro.cz 






	M-IDV 014.0325
	2



image1.png
iDvet




image2.png
wu:wocmca N





image3.png
N . O.K. SERVIS
Ldio

www.biop





