Príloha č. 1 k Rozhodnutiu  č.: 134/DG/20-S
Slovenská verzia 
Test RealPCR* CSFV RNA
Len na veterinárne účely.
Názov a určené použitie

Test RealPCR CSFV RNA je určený  na dôkaz  RNA vírusu klasického moru ošípaných (CSFV) extrahovaného z prasacej krvi (EDTA), séra, plazmy, orálnych tekutín, rektálnych výterov alebo tkanív, vrátane pankreasu, obličiek, lymfatických uzlín a tonzíl. Tkanivá je možné testovať prostredníctvom zmesových vzoriek pozostávajúcich maximálne z 10 individuálnych vzoriek. Krv (EDTA), plazmu a sérum je možné testovať pomocou zmesových vzoriek pozostávajúcich maximálne z 20 vzoriek. Orálne tekutiny je možné testovať vo forme zmesových vzoriek odobraných z kotercov s maximálne 30 prasatami. Testovanie zmesovej vzorky, ktorá zahŕňa    čo i len jedinú slabo pozitívnu vzorku (napr. Ct >32), môže viesť k negatívnemu výsledku kvôli nesprávnemu riedeniu pri príprave zmesovej vzorky.

Všeobecné informácie

CSFV je pôvodcom klasického moru ošípaných (CSF), vysoko nákazlivej hemoragickej choroby postihujúcej divoké a domáce ošípané. CSF sa vyznačuje vysokou morbiditou a mortalitou, čo spôsobuje závažné ekonomické straty chovateľom ošípaných. Táto choroba je na zozname nebezpečných nákaz Svetovej organizácie pre zdravie zvierat (OIE).

Ošípané nakazené CSFV môžu vylučovať veľké množstvo vírusu ešte predtým, než začnú vykazovať klinické príznaky choroby. Ak zvieratá prežijú akútnu alebo subakútnu infekciu, môžu sa stať chronicky nakazenými jedincami, ktorí vírus prerušovane alebo kontinuálne vylučujú po celý život. Pri gravidných prasniciach môže CSFV prechádzať cez placentu a infikovať plody, čo vedie k potratom a prípadom mumifikácie plodu a mŕtvo narodených prasiatok. Ak sú prasnice nakazené uprostred gestácie (zhruba 50 – 70 dní gravidity), môžu sa im narodiť slabé alebo perzistentne viremické prasiatka. Tieto perzistentne nakazené prasiatka môžu vylučovať veľké množstvo vírusu počas niekoľkých mesiacov.

IDEXX RealPCR je modulárny systém, v ktorom sú cieľové zmesi špecifické pre dané ochorenia spárované so štandardizovanými zmesami vzorovej DNA alebo RNA a jednou zmesovou pozitívnou kontrolou. Reagencie sú balené individuálne a predávané zvlášť, aby s nimi bolo možné manipulovať flexibilne.

Zmes RealPCR CSFV RNA Mix (zmes CSFV RNA Mix) obsahuje primery a sondy na detekciu CSFV RNA pri amplifikácii so zmesou vzorovej RealPCR RNA (RNA MMx). Analýza je založená na princípe one-tube RT-PCR. Interná kontrola testu vychádza z preukázania endogénnej porcinnej sekvencie RNA prítomnej v hostiteľskej vzorke a označuje sa v tomto protokole ako interná kontrola vzorky (ISC). Dôkaz endogénnej RNA v porcinných vzorkách zohľadňuje aplikáciu, extrakciu a amplifikáciu vzorky. Zmes CSFV RNA Mix obsahuje primery a sondu na preukázanie internej kontroly vzorky. K dispozícii je taktiež voliteľná interná pozitívna kontrola, menovito interná pozitívna kontrola RealPCR (IPC > v1.1), ktorú je treba použiť v prípade nízkej hladiny endogénnej hostiteľskej RNA alebo v situácii, kedy je jej prítomnosť po extrakcii nepravdepodobná (napr. vzorky z prostredia). IPC obsahuje syntetickú verziu porcinného cieľa ISC RNA a je teda kompatibilný so zmesou CSFV RNA Mix.  
Pozri pokyny v písomnej informácii k internej pozitívnej kontrole RealPCR (REF 99-56330).

	Označenie / všeobecné informácie
	Farba uzáveru
	Množstvo
	Uchovávanie
	Cykly
zmrazenia/rozmrazenia

	
	
	100 testov
	Pri prevzatí
	Po rekonštitúcii
	

	Zmes RealPCR CSFV RNA Mix (CSFV RNA Mix), suchá
	Žltá
	1 x 1,0 ml
	-25 až 8 °C
	-25 až -15 °C
	<6

	
	
	
	
	
	

	REF 99-56022
	
	
	
	
	

	Rekonštituujte pomocou čistenej vody, určenej pre metódu PCR (PCR Grade Water) na dosiahnutie objemu 1 ml. Zmes CSFV RNA Mix uchovávajte v tme. Dátum exspirácie na fľaštičke platí pre suchú aj rekonštituovanú formu. Etiketa na skúmavke so zmesou CSFV RNA Mix označuje verziu PC, ktorá je kompatibilná s cieľovou zmesou. Príklad: PC > v1.4 znamená, že cieľovú zmes je možné použiť s PC verziou 1.4 a novšími verziami.

	

	

	

	Vzorová zmes RealPCR RNA Master Mix (RNA MMx)
	Čierna
	1 x 1,0 ml
	-25 až -15 °C
	N/A
	<6

	
	
	
	(dlhodobo)
	
	

	REF 99-56280
	
	
	
	
	

	Koncentrovaná vzorová zmes, ktorá obsahuje reverznú transkriptázu a hot-start polymerázu na použitie s cieľovými zmesami RNA v systéme IDEXX RealPCR. RNA MMx je viac viskózna ako väčšina vzorových zmesí – odporúčaný spôsob manipulácie pozri časť „Postup testovania“. Na normalizáciu objemových nepresností bolo pridané referenčné farbivo (ROX). Zmes RNA MMx chráňte pred svetlom.

	

	

	

	Pozitívna kontrola RealPCR, suchá (PC)
	Modrá
	1 x 500 µl
	-25 až 8 °C
	-25 až -15 °C
	<6

	REF 99-56310
	
	
	
	
	

	Rekonštituujte pomocou čistenej vody určenej pre metódu PCR (PCR Grade Water) na dosiahnutie objemu 500 µl. PC obsahuje všetky ciele (targets) IDEXX RealPCR a ISC (vrátane cieľa pre CSFV) a je určená na použitie so všetkými cieľovými zmesami IDEXX RealPCR. Dátum exspirácie na fľaštičke platí pre suchú i rekonštituovanú formu. PC je označená číslom verzie (napr. v1.3). Akonáhle sú pre produktový rad RealPCR vytvorené nové cieľové zmesi, cieľové sekvencie sú pridané do PC a číslo verzie PC sa aktualizuje (napr. v1.3 sa zvýši na v1.4).

	

	

	

	

	PC zahŕňa Signatúru IDEXX (unikátna sekvencia oligonukleotidov). Prítomnosť Signatúry IDEXX v pracovnom prostredí poukazuje na kontamináciu PC. Laboratóriá, ktoré chcú monitorovať kontamináciu PC, môžu detegovať Signatúru IDEXX použitím zmesí RealPCR PC Tracker DNA Mix a RealPCR DNA MMx.

	

	

	Voda RealPCR PCR Grade
	Číra
	2 x 1,0 ml
	-25 až 8 °C
	N/A

	REF 99-56350
	
	
	
	
	

	Čistená voda určená pre PCR metódu (PCR Grade Water) je kvalifikovaná pre použitie pri reverznej transkripcii-PCR (RT-PCR). Používa sa na rekonštitúciu reagencií RealPCR. Používa sa taktiež ako PCR negatívna kontrola pre každú testovaciu várku. Fľaštičky s touto vodou nepresunujte medzi rôznymi pracovnými oblasťami PCR. Pre každú oblasť je nutné použiť samostatnú fľaštičku s vodou, aby nedošlo ku kontaminácii.

	

	


Potrebné materiály, ktoré nie sú súčasťou súpravy

· Komerčná súprava na extrakciu RNA

· Voliteľné – centrifúga s rotorom a adaptérmi pre doštičky s viacerými jamkami

· Mikrocentrifúga pre odstreďovanie mikroskúmaviek s objemom 2 ml, ktorá môže dosiahnuť 1500 – 3000 × g

· Vhodné osobné ochranné pomôcky (napr. rukavice, laboratórny plášť)

· Hroty pipiet bez nukleázy, odolné voči aerosólom

· Sterilné mikroskúmavky na prípravu zmesi PCR

· Pipety (5 – 1000 µl); špeciálne pipety na prípravu zmesi PCR

· 96 alebo 384jamkové PCR doštičky a optické adhézne fólie/kryty doštičiek 

· Prístroj na vykonávanie PCR v reálnom čase (Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® ViiA™ 7, Applied Biosystems QuantStudio 5, Agilent Mx3000P™, Agilent Mx3005P™, Agilent AriaMx, Bio-Rad CFX96 Touch™, Bio Molecular Systems Mic qPCR Cycler, QIAGEN Rotor-Gene [len 72jamkový rotor], Roche LightCycler® 480 alebo podobný).

Poznámka: prístroj Roche LC480 vyžaduje ďalšiu kalibráciu a nastavenie softwaru. Informácie o používaní tohoto prístroja s reagenciami RealPCR vám poskytnú pracovníci odbornej podpory IDEXX.

Laboratórne postupy a varovania

· Nepoužívajte reagencie po dátume exspirácie.

· Celý proces je nutné vykonávať v neprítomnosti nukleázy.

· Pri práci s reagenciami a nukleovými kyselinami používajte rukavice bez púdru.

· Na zabránenie skríženej kontaminácie vykonávajte všetky príslušné činnosti s použitím hrotov pipiet bez nukleázy, ktoré sú odolné voči aerosólom, a fyzicky separujte pracovisko, kde dochádza k extrakcii nukleovej kyseliny (a manipulácii s ňou), nastavenie PCR a vykonávanie PCR.

Rekonštitúcia suchých zložiek 

Zmes  CSFV RNA Mix a pozitívnu kontrolu rekonštituujte pipetovaním vody PCR Grade pre dosiahnutie objemu uvedeného na štítku príslušnej zložky. Roztok nechajte stáť počas najmenej 10 minút pri teplote 18 až 26 °C. Pred použitím premiešajte a krátko odstreďte pomocou mikrocentrifúgy. Po rekonštitúcii zmesi CSFV RNA Mix a pozitívnej kontroly pripravte príslušné alikvoty a roztoky uchovávajte v zmrazenom stave. Zmrazené zložky nechajte pred použitím rozmraziť počas približne 15 minút pri teplote 18 až 26 °C, jemne ich premiešajte a krátko odstreďte pomocou mikrocentrifúgy (~1 500 – 3 000 × g).

Extrakcia RNA

Zmes CSFV RNA Mix bola validovaná pomocou nižšie uvedených komerčných extrakčných metód. Je možné použiť taktiež ďalšie metódy extrakcie a lýzy, ak boli validované v laboratóriu.

RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX) 
NucleoSpin RNA Kit (Machery Nagel) 
QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen)

Ak nie je test vykonaný okamžite po extrakcii RNA, uchovávajte čistenú RNA pri teplote < -15 °C. Ako vzorka by mala byť zahrnutá taktiež negatívna kontrola pre extrakciu ("mock sample").

	Postup testu
	
	

	1
	Príprava zmesi PCR Mix.
	

	
	· Rozmrazenú zmes RNA MMx premiešajte prevrátením alebo jemným vortexovaním skúmavky.

· RNA MMx je viskózny roztok, ktorý je nutné pipetovať pomaly.

· Zmes PCR Mix pripravíte aplikáciou 10 µl zmesi  CSFV RNA Mix a 10 µl RNA MMx na každú reakciu.

· Pri príprave zmesi PCR Mix najprv pipetujte zmes  CSFV RNA Mix do skúmavky a následne pridajte zmes RNA MMx. Prepláchnite hrot pipety s MMx tak, že roztok niekoľkokrát nasajete do pipety a opäť vypustíte.

· Dôkladné premiešanie jednotlivých zložiek zabezpečíte miernym vortexovaním roztoku.

· Zmes PCR Mix pomaly pipetujte na PCR doštičku.

	
	Zmes PCR Mix aplikujte na PCR doštičku do 20 minút, alebo ju môžete uchovávať pri teplote 2 až 8 °C počas 4 hodín. Zmes je možné uchovávať počas až 2 týždňov pri teplote  -25 až -15 °C. Chráňte pred svetlom.

	2
	Pipetou aplikujte 20 µl zmesi PCR Mix do príslušných jamiek doštičky s viacerými jamkami.

	3
	Do každej jamky pipetujte 5 µl vzorky RNA. Konečný objem pre reakciu je 25 µl.

	4
	Pre každú testovaciu várku pridajte pozitívnu kontrolu (5 µl) a PCR negatívnu kontrolu (5 µl vody PCR Grade Water).

	5
	Doštičku uzatvorte krytom, a ak je potrebné, jemne ju odstreďte, aby sa obsah jamiek usadil a odstránili vzduchové bublinky.

	6
	Pomocou programu IDEXX RealPCR Standard DNA/RNA Cycling Program nastavte termocyklér.

	
	Nastavenie reportéra a zhášača
	
	

	
	Cieľ
	Reportér
	Zhášač 
	
	

	
	CSFV
	FAM™
	BHQ®
(nie je)
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	Interní kontrola (ISC/IPC)
	HEX™ (VIC)
	BHQ (nie je)
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	Pasívna referencia
	ROX™
	nerelevantná
	
	

	
	Program RealPCR* Standard DNA/RNA Cycling Program

	
	
	Teplota
	Čas
	Cykly
	

	
	Reverzná transkripcia (RT)
	50 °C
	15 min
	1
	

	
	
	
	
	
	

	
	Denaturácia
	95 °C
	1 min
	1
	

	
	
	
	
	
	

	
	Amplifikácia**
	95 °C 
60 °C
	15 s
30 s
	45
	

	
	**Nastavte prístroj tak, aby zaznamenával fluorescenciu až po amplifikácii pri 60 °C.


	7
	Analýza dát
	
	
	

	
	Pri nastavovaní softwaru prístroja zadajte každému cieľu a internej kontrole unikátny identifikátor. Príklad: Ak sú ciele A a B na tej istej doštičke, jamky A musia byť analyzované nezávisle na jamkách B. Spôsob analýzy dát je uvedený v konkrétnom návode na použitie daného prístroja. Pre nastavenie hranice použite funkciu Auto Ct.

· Agilent Mx3000P a Mx3005P – pre analýzu je nutné používať metódu fluorescencie s hraničnou hodnotou založenou na pozadí (background-based threshold fluorescence method).

· Prístroj QIAGEN Rotor-Gene – ručne nastavte hraničnú priamku nad pozadie v lineárnej fáze exponenciálnej amplifikácie. To je možné najľahšie vykonať v "log" zobrazení grafov. Tento krok je potrebné opakovať pre každý reportér v cieľovej zmesi.

· Prístroje Applied Biosystems  – automatické nastavenie hraníc v niektorých situáciách neprináša uspokojivé výsledky. V takýchto prípadoch je nutné Ct hodnoty určiť ručným nastavením hranice. To je možné najľahšie vykonať v "log" zobrazení grafov. Tento krok je potrebné opakovať pre každý reportér v cieľovej zmesi.

	
	Kritériá validity
	
	
	

	
	
	Hodnota FAM Ct
	Hodnota HEX (VIC) Ct
	

	
	Pozitívna  kontrola
	<38
	<38
	

	
	
	
	
	

	
	PCR negatívna kontrola
	Nie je signál
	Nie je signál
	

	
	
	
	
	

	8
	Interpretácia výsledkov
	
	
	

	
	Výsledok testu vzorky
	Signál FAM
	Signál HEX (VIC)
	     Ďalšie charakteristiky

	
	CSFV RNA
detegované
	Áno
	Áno/Nie
	Pozitívna Ct hodnota a charakteristická krivka amplifikácie v porovnaní s PCR negatívnou kontrolou.
Očakáva sa amplifikačná krivka internej kontroly v kanále HEX (VIC); pri niektorých silno CSFV-pozitívnych vzorkách RNA môže dôjsť k negatívnemu  výsledku internej kontroly.†

	
	
	
	
	

	
	
	
	

	
	CSFV RNA
nedetegované
	Nie
	Áno
	Amplifikačná krivka v kanále internej kontroly HEX (VIC).

	
	
	
	

	
	Neplatné‡
	Nie
	Nie
	Absencia amplifikačnej krivky v kanáloch FAM a HEX (VIC) poukazuje na neplatný výsledok.

	
	† Cieľová zmes je optimalizovaná na detekciu MAP RNA; silno pozitívna vzorka RNA môže viesť k potlačeniu detekcie internej kontroly.

	
	‡ Neplatná vzorka môže poukazovať na nesprávnu aplikáciu, extrakciu a/alebo PCR vzorky. RNA by mala byť zriedená päťnásobne čistenou vodou (PCR Grade Water) a opätovne testovaná; ako vzor je potrebné zahrnúť neriedenú RNA. Ak je test stále neplatný, odporúčame vykonať novú extrakciu.

Všetok odpad je potrebné pred likvidáciou náležitým spôsobom dekontaminovať. Obsah zlikvidujte v súlade s miestnymi, regionálnymi a národnými predpismi.

Odbornú pomoc získate tu:

IDEXX USA Tel: +1 800 548 9997 alebo +1 207 556 4895 IDEXX Europe Tel: +800 727 43399

Obráťte sa na oblastného manažéra alebo distribútora IDEXX alebo navštívte našu webovú stránku: idexx.com/contactlpd
*IDEXX, RealPCR a Test With Confidence sú ochranné známky alebo registrované ochranné známky spoločnosti IDEXX Laboratories, Inc. alebo jej pridružených spoločností v USA a/alebo ďalších krajín. Všetky ďalšie produkty a názvy a logá spoločností sú ochrannými známkami svojich držiteľov.

Farbivá, ktoré sú súčasťou tohoto produktu, sú predávané na základe licencie spoločnosti Biosearch Technologies, Inc. a sú chránené patentami USA a medzinárodnými patentami, či už boli vydané alebo je o nich požiadané. Licencia pokrýva veterinárnu aplikáciu. Nie je určené pre IVD použitie u človeka.

Informácie o patente: idexx.com/patents
© 2019 IDEXX Laboratories, Inc. Všetky práva vyhradené.

Popis symbolov:

Číslo šarže

Sériové číslo

Katalógové číslo

Autorizovaný obchodný zástupca v Európe

Dátum spotreby

Dátum výroby

Výrobca

Teplotné obmedzenia

Viď návod na použitie

Zásadná zmena v návode na použitie

Výrobca

IDEXX Montpellier SAS

326 rue de la Galéra

34090 Montpellier

Francúzsko

Zástupca pre EU

IDEXX Europe B.V.

P.O. Box 1334

2130 EK Hoofddorp

Holandsko

Schvaľovacie číslo: 134/DG/20-S
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