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Souprava VetMAX PRRSV EU & NA 3.0
Detekce viru zodpovědného za reprodukční a respirační syndrom prasat pomocí RT-PCR v reálném čase
Katalogové číslo A57016
Doc. Part No. 100119740 	Pub. No. MAN0028563 Rev. E

Text návod k použití součást dokumentace schválené rozhodnutím sp. zn. USKVBL/9903/2026/POD, č.j. USKVBL/11216/2026/REG-Gro ze dne 28.7.2026 o změně rozhodnutí o schválení veterinárního přípravku VetMAX PRRSV EU & NA 3.0 Kit


	Jen pro veterinární použití. Jen pro použití in vitro.
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Tabulka č. 1 Specifikace sady
	Technologie
	Druhy
	Matrice vzorku
	Typ testu

	Real-time RT-PCR (RNA)
· Triplexová analýza
· Exogenní IPC
	Prase
	Krevní stěr, sperma a tkáň
	Individuální nebo sdružený, max. 5 vzorků [1]

	
	
	Orální tekutina a procesní tekutina
	Individuální [2]

	
	
	Sérum a plná krev
	Individuální nebo sdružený, max. 10 vzorků [3, 1]


[1]	Analýza sdružených vzorků vede ke snížení analytické citlivosti testu. Proto existuje možnost, že slabě pozitivní vzorky nemusejí být detekovány.
[2]	Individuální označuje biologický sdružený materiál zpracovaný jako samostatný test.
[3]	Pro Francii se sdružuje max. 5 vzorků.

	[image: ]
	VAROVÁNÍ! Přečtěte si bezpečnostní listy (SDS) a dodržujte pokyny k manipulaci. Používejte vhodné ochranné brýle, oděv a rukavice. Bezpečnostní listy (BL) jsou k dispozici na adrese thermofisher.com/support.



Popis výrobku
Souprava Applied Biosystems VetMAX PRRSV EU & NA 3.0 (Kat. č. A57016) umožňuje detekci viru zodpovědného za reprodukční a respirační syndrom prasat (PRRSV). Souprava má aktualizované provedení a je schopna detekovat cirkulující kmeny PRRSV. Souprava obsahuje testy a reagencie pro detekci cílových struktur PRRSV EU, PRRSV NA a interních pozitivních kontrol (IPC) pomocí jednojamkové RT-PCR v reálném čase za použití chemických reagencií pro hydrolýzu fluorescenční sondy.
Souprava je validována pro použití na RNA extrahované z typů vzorků uvedených v tabulce č. 1. Validační zpráva je k dispozici na vyžádání u vašeho obchodního zástupce nebo technického specialisty.
PRRSV způsobuje významné ztráty v chovech prasat v důsledku reprodukčních poruch, respiračních stavů a zpomalení růstu. PRRSV RNA může být detekována v krvi a spermatu 24–48 hodin po infekci. RT-PCR v reálném čase je nejcitlivější metodou pro detekci PRRSV a je výborným nástrojem pro management zdraví stáda.

Souprava obsahuje následující analýzy a reagencie.
· 1 – Sekvence PRRSV 3.0: Obsahuje primery a sondy pro optimalizovanou detekci cílových struktur PRRSV EU, PRRSV NA a IPC pomocí triplexové RT-PCR v reálném čase.
· 2 – Master Mix PRRSV 3.0: Obsahuje enzymy a pufry, které jsou nezbytné pro triplexní reakci RT-PCR v reálném čase.
· 4a – EPC PRRSV EU/NA 3.0: RNA templát s cílovými sekvencemi PRRSV EU, PRRSV NA a Xeno (IPC). Slouží jako externí pozitivní kontrola pro složky RT-PCR v reálném čase a používá se k nastavení validačních kritérií pro výsledky testů.
· 5 – IPC PRRSV 3.0: Přidává se ke každému vzorku a ke každé extrakční kontrole během extrakce RNA. Slouží jako extrakční kontrola pro postup izolace RNA a používá se k monitorování přítomnosti inhibitorů PCR.

Obsah a skladování
	Složka
	Množství[1]
	Skladování

	1 – Sekvence PRRSV 3.0
	220 µl
	–30 °C až –10 °C

	2 – Master Mix PRRSV 3.0
	1 100 µl
	

	4a – EPC PRRSV EU/NA 3.0
	2 × 80 µl
	

	5 – IPC PRRSV 3.0
	215 µl
	


[1]	Objemy jsou dostačující pro 100 reakcí RT-PCR v reálném čase (12 μl).


Potřebné materiály, které nejsou součástí dodávky

	Položka
	Zdroj

	Přístroj pro PCR v reálném čase, jeden z následujících:

	Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
· Precizní držák destiček pro mikrotitrační destičky (A24820)
· Precizní držák destiček pro 0,2‑ml zkumavky a stripy (4367033)
	Kontaktujte místní obchodní kancelář.

	Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System
· Precizní držák destiček pro destičky (4359652)
· 7500 Precizní držák destiček pro 0,1‑ml zkumavkové stripy (A29252)
	

	Applied Biosystems QuantStudio 5 Real-Time PCR System
	

	Zařízení, zkumavky, destičky a další spotřební materiál

	Základní laboratorní vybavení a spotřební materiál (nastavitelné pipetory, pipetovací špičky, reagencie, vhodné uzávěry, apod.)
	MLS

	Mikrocentrifuga
	MLS

	Centrifuga s destičkovým adaptérem
	MLS

	Laboratorní míchačka (třepačka vortex nebo ekvivalentní)
	MLS

	Dvě nádoby na led nebo chlazené stojany
	MLS

	Optické reakční desky a adhezivní kryty
	thermofisher.com/ plastics

	Reagencie

	Voda bez nukleáz (nikoli ošetřena DEPC)
	AM9939

	1X TE pufr
	MLS


[1]	Pokud není uvedeno jinak, jsou všechny materiály k dispozici na stránce thermofisher.com. „MLS“ znamená, že materiál je dostupný prostřednictvím fisherscientific.com nebo od jiného významného laboratorního dodavatele.

Pokyny k postupům
· Pro každý cyklus RT-PCR v reálném čase použijte kontroly uvedené v části „Nastavte reakce RT-PCR“ na straně 2.
· Dodržujte správnou laboratorní praxi, aby se zabránilo falešně pozitivním výsledkům a kontaminaci testovaných vzorků PCR produkty (viz „Správná laboratorní praxe pro PCR a RT-PCR“ strana 4).


Pokyny pro vstupní RNA
Postupujte podle postupu přiloženého k vaší soupravě pro extrakci RNA.
· Pro extrakci RNA doporučujeme Doplňkové pokyny soupravy VetMAX PRRSV EU & NA 3.0 (pub. č. MAN0029145) s použitím soupravy Applied Biosystems MagMAX CORE Nucleic Acid Purification Kit (Kat. č. A32700, A32702).
· 
Připravte alespoň 1 zápornou extrakční kontrolu (NEC) za použití vody bez nukleáz (neošetřené DEPC) jako výchozího materiálu místo vzorku. NEC prochází extrakcí RNA a poté PCR spolu se  vzorky.
· Před extrakcí RNA rozmrazte 5 – IPC PRRSV 3.0 v nádobě s ledem nebo v chladicím boxu. Na začátku lyzačního kroku extrakce RNA přidejte 2 µl 5 – IPC PRRSV 3.0 ke každému vzorku a ke každé kontrole NEC.
Příprava
1. Rozmrazte reagencie a vzorky.
a. Rozmrazte 1 – Sekvence PRRSV 3.0 a 2 – Master Mix PRRSV 3.0 v nádobě s ledem nebo v chladicím boxu.
b. Rozmrazte 4a – vzorky EPC PRRSV EU/NA 3.0, 5 – IPC PRRSV 3.0 a RNA v samostatné nádobě s ledem nebo v chladicím boxu.
2. Každou destičku nebo zkumavku uzavřete, promíchejte a krátce centrifugujte pro shromáždění obsahu.
Rozmrazené reagencie a vzorky uchovávejte při teplotě 2 až 8 °C až do použití.

Připravte reakční směs RT-PCR
Reakční směs RT-PCR může být předpřipravena při převzetí soupravy. Alikvoty uchovávejte při teplotě –20 °C po dobu až 6 měsíců. Každý alikvot je určen pouze k jednorázovému použití. Případně lze reakční směs RT-PCR předpřipravit a poté uchovávat až 2 měsíce při teplotě –20 °C při maximálním počtu 4 cykly zmrazení/rozmrazení na každý alikvot.

1. Reakční směs RT‑PCR připravte v nádobě s ledem nebo v chladicím boxu podle následující tabulky.
	Složka
	Objem na reakci [1]

	
	Pro 1 vzorek
	Pro N vzorků

	1 – Sekvence PRRSV 3.0
	2 µl
	N × 2 µl

	2 – Master Mix PRRSV 3.0
	10 µl
	N × 10 µl

	Celková reakční směs RT-PCR
	12 µl
	N × 12 µl


[1]	Připravte si dostatečný objem pro dodatečnou reakci vzhledem k celkovému počtu reakcí, které mají být provedeny během analýzy (vzorky a kontroly). Nikdy nemíchejte složky z různých šarží souprav (viz certifikát analýzy).

2. Reakční směs RT‑PCR důkladně promíchejte na třepačce a poté krátce centrifugujte pro shromáždění obsahu.

Nastavte reakce RT-PCR
1. Do požadovaného počtu jamek na destičce nebo do zkumavek nadávkujte 12 µl reakční směsi RT‑PCR.
2. Přidejte 8,0 µl indikované složky pro každý typ reakce.
· Zkušební vzorek – vzorková RNA
· Externí pozitivní kontrola (EPC) – 4a – EPC PRRSV EU/NA 3.0
· Negativní extrakční kontrola (NEC) – extrahovaný modelový vzorek
· Kontrola bez templátu (NTC) – voda bez nukleáz
3. Každou destičku nebo zkumavku uzavřete, promíchejte a krátce odstřeďte pro shromáždění obsahu.


Nastavte a spusťte přístroj pro PCR v reálném čase
1. Nastavte cyklus RT-PCR v reálném čase podle pokynů výrobce za použití následujících parametrů.
· Reakční objem: 20 µl
· Pasivní reference: Barvivo ROX (součástí reagencie 2 – Master Mix PRRSV 3.0)
Poznámka: Barvivo ROX musí být vybráno, pokud je přístroj schopen toto barvivo detekovat. Přístroj pro PCR v reálném čase, který není schopen detekovat barvivo ROX, lze použít také, a to bez dopadu na přesnost čtení.
· Program přístroje pro PCR v reálném čase:
· Standardní režim (7500 Real-Time PCR System, QuantStudio 5 Real-Time PCR System)
	Fáze
	Opakování
	Teplota
	Čas

	1
	1
	50 °C
	5 minut

	2
	1
	95 °C
	10 minut

	3
	40
	95 °C
	15 sekund

	
	
	60 °C
	1 minuta


· Rychlý režim (7500 Fast Real-Time PCR System, QuantStudio 5 Real-Time PCR System)
	Fáze
	Opakování
	Teplota
	Čas

	1
	1
	50 °C
	5 minut

	2
	1
	95 °C
	10 minut

	3
	40
	95 °C
	3 sekundy

	
	
	60 °C
	30 sekund



2. Vyberte nebo vytvořte detektory barviv, poté přiřaďte ke každé jamce nebo zkumavce.
	Cílová struktura
	Reportér
	Zhášeč

	PRRSV EU
	Barvivo VIC™
	Nefluorescenční zhášeč

	PRRSV NA
	Barvivo FAM™
	

	IPC [1]
	Barvivo Cy5™
	


[1]	IPC: 5 – IPC PRRSV 3.0.

3. Spusťte příslušný program PCR přístroje a odeberte data amplifikace v reálném čase během inkubace při 60 ° C.



Pokyny pro analýzu dat
· Při analýze surových dat postupujte podle uživatelské příručky přístroje.
· Nastavte prahové hodnoty zvlášť pro každý cíl.
· Pro validací cyklu a interpretací výsledků si přečtěte certifikát analýzy pro výrobní šarži soupravy.

Validační kritéria
Viz hodnoty CtQC v certifikátu analýzy pro výrobní šarži soupravy. Test je validován, pokud jsou splněna následující kritéria:
	Typ reakce
	Cílová struktura PRRSV EU
(Barvivo VIC)
	Cílová struktura PRRSV NA
(Barvivo FAM)
	Cílová struktura IPC
(barvivo Cy5)
	Interpretace

	Externí pozitivní kontrola (EPC)
	Ct = CtQC PRRSV EU ± 3 Ct
	Ct = CtQC PRRSV EU ± 3 Ct
	Ct < 40 [2]
	PCR je validována.

	Negativní extrakční kontrola (NEC)
	Ct > 40
	Ct > 40
	Ct = CtQC 5 – IPC ± 3 Ct
	Extrakce RNA je validována.

	Kontrola bez templátu (NTC)
	Ct > 40
	Ct > 40
	Ct > 40
	PCR reagencie jsou validovány.


[1]	Hodnota IPC Ct se nepoužívá pro interpretaci výsledků vzorků.

Interpretace výsledků
	Cílová struktura PRRSV EU
(Barvivo VIC)
	Cílová struktura PRRSV NA
(Barvivo FAM)
	Cílová struktura IPC
(barvivo Cy5)
	Interpretace

	Ct < 40
	Ct > 40
	Ct = libovolná hodnota [1]
	Je detekován PRRSV EU.

	Ct > 40
	Ct < 40
	Ct = libovolná hodnota [1]
	Je detekován PRRSV NA.

	Ct < 40
	Ct < 40
	Ct = libovolná hodnota [1]
	Jsou detekovány PRRSV EU a NA.

	Ct > 40
	Ct > 40
	Ct ≤ Ct extrakční kontroly + 3 Ct [2]
	PRRSV EU a NA nejsou detekovány.

	Ct > 40
	Ct > 40
	Ct > Ct extrakční kontroly + 3 Ct[2]
	Neplatný výsledek.


[1]	Silný výsledek detekce PRRSV může inhibovat exogenní cílovou strukturu IPC. 
[1]	Ct extrakční kontroly musí být validována, jak je popsáno v odstavci „Validační kritéria“ na straně 3.



U vzorků s neplatnými výsledky proveďte test znovu

1. Nařeďte vzorky RNA 1:10 v 1X TE pufru.

2. Opakujte postup RT-PCR v reálném čase s použitím 8 μl zředěné RNA a poté výsledky interpretujte následovně.
	Výsledek
	Interpretace

	Zředěná RNA je pozitivní alespoň na jednu cílovou strukturu PRRSV (NA nebo EU).
	Výsledek je validován.

	Zředěná RNA je negativní pro obě cílové struktury PRRSV (NA a EU) a výsledek IPC je shodný.
	

	Zředěná RNA je negativní pro obě cílové struktury PRRSV (NA a EU) a výsledek IPC je nevyhovující.
	Výsledek je neplatný.



3. Pro zředěné vzorky s neplatnými výsledky opakujte postup izolace RNA na novém alikvotu lyzátu původního vzorku.


Správná laboratorní praxe pro PCR a RT-PCR
· Používejte čisté rukavice a čistý laboratorní plášť. Vyměňte si rukavice, pokud máte podezření, že jsou kontaminované. Nenoste stejné rukavice a laboratorní plášť, které jste použili při manipulaci s amplifikovanými produkty nebo při přípravě vzorků.
· Udržujte oddělené prostory a vyhrazené zařízení a zásoby pro přípravu vzorků a nastavení reakce a pro amplifikaci a analýzu produktů. Nevnášejte amplifikované produkty do oblasti nastavení reakce.
· Všechny zkumavky se vzorkem otevírejte a uzavírejte s opatrností. Dbejte na to, aby nedošlo k rozlití nebo rozstříknutí vzorků.
· Udržujte reakce a složky uzavřené v maximální možné míře.
· Používejte pipetory typu „positive-displacement“ nebo pipetovací špičky odolné vůči aerosolům.
· Pravidelně čistěte laboratorní stoly a zařízení 10 % roztokem chlorové dezinfekce nebo dekontaminačním roztokem DNA.


Zákaznická a technická podpora
Navštivte thermofisher.com/support pro informace o nejnovějších službách a podpoře a kontaktní údaje.

Omezená záruka na výrobek
Společnost Life Technologies Corporation a/nebo její sesterské společnosti poskytují záruku na své výrobky, jak je uvedeno ve Všeobecných podmínkách prodeje Life Technologies na webových stránkách společnosti Life Technologies na adrese www.thermofisher.com/us/en/home/global/terms-and-conditions.html. Pokud máte jakékoliv dotazy, obraťte se prosím na společnost Life Technologies na adrese www.thermofisher.com/support.
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	Laboratoire Service International (LSI) | 6 Allée des Ecureuils - Parc Tertiaire du Bois-Dieu | 69380 Lissieu - Francie
Popis symbolů na štítcích výrobků nebo v dokumentaci výrobků najdete na adrese thermofisher.com/symbols-definition.


Historie revizí: Pub. No. MAN0028563
	Revize
	Datum
	Popis

	E
	9. dubna 2026
	· Byl přidán nový typ vzorku (viz „Souprava VetMAX PRRSV EU & NA 3.0" na straně 1).
· Z externí pozitivní kontroly (EPC) byla odstraněna poznámka pod čarou týkající se množství složky (viz „Obsah a skladování" na straně 1).
· Byly aktualizovány informace o sdružených vzorcích (viz „Souprava VetMAX PRRSV EU & NA 3.0" na straně 1).
· Bylo přidáno upřesnění týkající se použití 5 – IPC PRRSV 3.0 (viz „Popis výrobku" na straně 1, „Pokyny pro vstupní RNA" na straně 2 a „Příprava" na straně 2).
· Byly odstraněny opakující se pokyny (viz „Připravte reakční směs RT‑PCR" na straně 2).
· Typy reakcí byly aktualizovány na: externí pozitivní kontrola (EPC), záporná extrakční kontrola (NEC) a kontrola bez templátu (NTC) (viz „Validační kritéria" na straně 3).
· [bookmark: _GoBack]Bylo aktualizováno formátování cílových struktur IPC a přidána poznámka pod čarou (viz „Interpretace výsledků" na straně 3).

	D
	4. prosince 2025
	Bylo přidáno prohlášení o nižší analytické senzitivitě sdružených vzorků.

	C
	10. června 2025

	Pokyny pro předmíchání reakční směsi RT-PCR po obdržení soupravy byly přidány do dokumentu (viz "Připravte směs RT-PCR na stránce 2)

	B.0
	7. června 2023
	· Korigovaný doporučený objem 5 – IPC PRRSV 3.0 ze 4 μl na 2 μl (viz Pokyny pro vstupní RNA).
· Všechny případy izolace byly v dokumentu nahrazeny extrakcí.

	A.0
	16. ledna 2023
	Nový dokument pro soupravu VetMAX PRRSV EU & NA 3.0.



Informace uvedené v této příručce se mohou změnit bez předchozího upozornění.
ODMÍTNUTÍ ODPOVĚDNOSTI: V ROZSAHU POVOLENÉMU ZÁKONEM, SPOLEČNOST THERMO FISHER SCIENTIFIC INC. ANEBO JEJÍ PŘIDRUŽENÉ SPOLEČNOSTI NENESOU ŽÁDNOU ODPOVĚDNOST ZA ZVLÁŠTNÍ, NÁHODNÉ, NEPŘÍMÉ, REPRESIVNÍ, VÍCENÁSOBNÉ NEBO NÁSLEDNÉ ŠKODY V SOUVISLOSTI S TÍMTO DOKUMENTEM NEBO Z NĚJ VYPLÝVAJÍCÍ, VČETNĚ JEHO POUŽITÍ.
Důležité licenční informace: Na tyto výrobky se může vztahovat licence nebo i více licencí omezující použití. Použitím těchto výrobků přijímáte podmínky všech platných licencí omezujících použití.
2023-2026 Thermo Fisher Scientific Inc. Všechna práva vyhrazena. Všechny ochranné známky jsou majetkem společnosti Thermo Fisher Scientific a jejích dceřiných společností, není-li uvedeno jinak. Cy5 je ochranná známka společnosti Cytiva a GE Healthcare UK Limited, používaná se svolením a licencí.
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