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REALPCR* BVDV RNA Test 

Real-time PCR detekcia vírusovej RNA vírusu bovínnej diarey

REALPCR* BVDV RNA Test 
Len na veterinárne použitie

Názov a použitie

RealPCR BVDV RNA test sa používa na detekciu RNA vírusu bovínnej vírusovej diarey (BVDV) extrahovanej zo vzoriek výrezu tkaniva z ušného boltca, krvi (EDTA), séra, plazmy alebo mlieka a zosilnené použitím testovacieho systému IDEXX RealPCR. Vzorky je možné testovať ako zmesové z až 50 vzoriek EDTA krvi, plazmy aLebo séra a až z 25 výrezov tkaniva z ucha. 

Všeobecné informácie

Vírus bovínnej vírusovej diarey, z rodu Pestivirus z čelade Flaviviridae, je jedným z najvýznamnejších patogénnych vírusov dobytka, spôsobujúcich značné straty v mliekarenskom a mäsovom priemysle po celom svete. Vírus prestupuje pri nakazených gravidných kravách cez placentu a spôsobuje reprodukčné straty v podobe potratov, mŕtvo narodených teliat alebo teliat, ktoré uhynú krátko po narodení. Niektoré z preživších teliat sú na vírus imunotolerantné; tieto zvieratá po celý svoj život vylučujú významné množstvo infekčného vírusu. Na prerušenie cyklu infekcie v stádach je dôležité identifikovať perzistentne infikované zvieratá. Testovací systém IDEXX RealPCR je modulárny formát, ktorý páruje cieľové mixy špecifické pre ochorenie so štandardizovaným mixom DNA alebo RNA a jedným združením pozitívnou kontrolnou vzorkou. Reagencie sú balené jednotlivo a predávané zvlášť, čo umožňuje flexibilné zaobchádzanie.

RealPCR BVDV RNA Mix (BVDV RNA Mix) obsahuje primery a sondy na detekciu BVDV RNA po zosilnení pomocou RealPCR RNA Master Mixu (RNA MMx). Test prebieha ako jednoskúmavková reakcia reverznej transkriptázy a polymerázy. Vnútorná kontrola testu je založená na detekcii endogénnej bovínnej RNA prítomnej vo vzorke a v protokole je uvádzaná ako vnútorná kontrolná vzorka (ISC). Detekcia endogénnej RNA v kontrolných vzorkách na pridávanie, extrakciu a amplifikáciu vzoriek. Primery a sondy na detekciu vnútornej kontroly sú obsiahnuté v BVDV RNA mixe. K dispozícii je taktiež voliteľná vnútorná pozitívna kontrola - RealPCR Internal Positive Control (IPC ≥ v1.0), ktorú je vhodné použiť vtedy, keď je endogénna hostiteľská RNA obsiahnutá v malom množstve, alebo ak je nepravdepodobné, že bude po extrakcii prítomná. IPC obsahuje syntetickú verziu ISC RNA a preto je kompatibilná s BVDV RNA mixom. Pokyny nájdete v písomnej informácii pre používateľa k vnútornej pozitívnej kontrole RealPCR Internal Positive Control  ( 99-56330).

Materiál a uchovávanie

	Identifikácia/všeobecné informácie
	Farba viečka
	Počet
	Uchovávanie
	Počet cyklov zamrazenie/rozmrazenie

	
	
	100 testov
	Pri uskladnení
	Po rekonštitúcii
	

	RealPCR BVDV RNA Mix (BVDV RNA Mix), sušený
	Žltá
	1 x 1,0 ml
	–25 až 8°C
	–25 až –15°C
	≤6

	99-56610
	Rekonštituujte na 1 ml v PCR vode. Uchovávajte BVDV RNA Mix v tme. Dátum exspirácie na fľaštičke platí ako pre suchú, tak pre rekonštituovanú formu. Popiska na skúmavke s BVDV RNA mixom uvádza verziu PC, ktorá je kompatibilná s týmto cieľovým mixom. Napr. PC ≥ v1,4 znamená, že mix je možné použiť s verziami PC od 1, 4 vyššie. 



	RealPCR RNA Master Mix (RNA MMx)

99-56280
	Čierna
	1 x 1,0 ml
	–25 až–15°C

(dlhodobé)
	N/A
	≤6

	Koncentrovaný master mix vrátane reverznej transkriptázy a hot-start polymerázy vhodné na použitie s RNA cieľovými mixami v systéme IDEXX RealPCR. RNA MMx je viskóznejšia ako väčšina master mixov – odporúčanie na správne zaobchádzanie nájdete v sekcii Postup. Pre normalizáciu objemových nepresností bolo pridané referenčné farbivo (ROX). Chráňte RNA MMx pred svetlom. 

	RealPCR pozitívna kontrola, sušený (PC) 99-56310
	Modrá
	1 x 500 μl
	–25 až 8°C
	–25 až–15°C
	≤6

	Rekonštituujte na  500 μL v PCR vode. PC obsahuje všetky  IDEXX RealPCR a ISC ciele (vrátane cieľa pre BVDV) a je určená na použitie so všetkými IDEXX RealPCR cieľovými mixami. Dátum exspirácie na fľaštičke platí ako pre suchú, tak pre rekonštituovanú formu. PC má pridelené číslo verzie (napr. v1.3). Ak sa do produktovej línie RealPCR pridávajú novo vyvinuté cieľové mixy, cieľové sekvencie sú pridané k PC a zvýši sa číslo verzie PC (napr. v1.3 je aktualizovaná  na verziu v1.4). 

PC obsahuje jedinečnú podpisovú sekvenciu IDEXX, ktorú je možné použiť na monitoring PC kontaminácie pracovných priestorov. Pre laboratóriá, ktoré chcú monitorovať PC kontamináciu, je k dispozici zvláštny cieľový mix (RealPCR QC SIG DNA Mix) na tieto účely.

	RealPCR PCR voda 99-56350
	Priehľadná
	2 x 1,0 ml
	–25 až 8°C
	N/A

	PCR voda má schválenú dostatočnú kvalitu na reverznú transkripciu - použitie pre PCR (RT-PCR). Používa sa na rekonštitúciu reagencií testu RealPCR. Ďalej sa používa ako PCR negatívna kontrola pri každom opakovaní testu. Nepremiestňujte fľaštičky PCR vody medzi jednotlivými pracovnými priestormi. Na zníženie rizika kontaminácie je vyžadovaná vlastná fľaštička pre každé pracovisko. 


Poznámka: Popis symbolov použitých v tomto letáku a popisiek tejto testovacej sady nájdete v tabuľke na konci letáku.

Potrebné materiály, ktoré nie sú súčasťou súpravy

• Komerčný RNA extrakčný kit alebo IDEXX RealPCR - rýchly lytický pufer.

• Voliteľné—1M dithiothreitol (DTT)

• Voliteľné—centrifúga s rotorom a adaptérmi pre viacjamkové doštičky 

• Mikrocentrifúga na 2 ml mikroskúmavky schopná dosiahnuť 1500 – 3000 x g

• Vhodné prostriedky osobnej ochrany (napr. rukavice, laboratórny plášť) 

• Pipetovacie špičky nekontaminované nukleázou, s filtrom proti vzniku aerosolu  

• Sterilné mikroskúmavky na prípravu PCR mixu

• Pipety (5–1000 μl); zvlášť vyčlenené pipety na prípravu PCR mixu 

• 96- alebo 384-jamkové PCR doštičky a optický adhezívny film/kryty doštičiek

• Real-time PCR prístroj (Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® ViiATM 7, Agilent Mx3000PTM, Agilent Mx3005PTM, Agilent AriaMx, Bio-Rad CFX96 TouchTM, Roche LightCycler® 480 nebo ekvivalentní).

Poznámka - prístroj Roche LC480 vyžaduje dodatočnú kalibráciu a nastavenie softwaru. Technická podpora IDEXX vám môže poskytnúť inštrukcie na použitie tohto prístroja spoločne s reagenciami RealPCR. 

Laboratórne postupy a upozornenie
• Reagencie nepoužívajte po uplynutí dátumu exspirácie.

• Celá procedura musí byť vykonaná v prostredí bez kontaminácie nukleázami.

• Pri práci s reagenciami a nukleovými kyselinami noste nepudrované rukavice. 

• Na zabránenie krížovej kontaminácie používajte pri každom pipetovaní špičky nekontaminované nukleázami a s filtrom proti vzniku aerosolu a fyzicky od seba oddelte pracovisko, kde prebieha extrakcia/ spracovanie nukleových kyselín, príprava PCR a PCR. 

Rekonštitúcia suchých komponentov
Rekonštituujte BVDV RNA Mix a pozitívna kontrolná vzorka pipetovaním PCR vody do objemu vyznačeného na etikete komponentu. Nechajte odstáť pri 18 - 26°C počas najmenej 10 minút, pred použitím premiešajte a krátko mikrocentrifugujte. Po rekonštitúcii BVDV mixu a pozitívnej kontrolnej vzorky roztoky podľa potreby rozdelte a uchovávajte zamrazené. Ak používate zamrazené komponenty, nechajte ich 15 - 30 minút roztopiť pri teplote 18 - 26°C, jemne premiešajte a krátko mikrocentrifugujte  (~1,500 – 3,000 × g).

Uchovávanie vzoriek
Krv, sérum a plazmu je možné uchovávať pri teplote 2 - 8°C až 7 dní; sérum a plazmu je možné zmraziť pri <–15°C. Výrezy tkaniva z ušného boltca uchovávajte pred extrakciou a pre dlhodobejšie uchovávanie suché pri teplote <–15°C. Pre dlhodobé uchovávanie mlieka vzorku premiešajte a rýchlo zmrazte malé množstvo (< 1ml) pre obmedzenie separácie tuku. Uchovávajte pri <–15°C.
Extrakcia RNA

BVDV RNA mix bol validovaný na použitie pri komerčných extrakčných metódach vypísaných nižšie. Iné metódy exrakcie alebo lýzy je možné po validácii laboratórií použiť tiež. Ak nevykonáte testovanie ihneď po RNA extrakcii, uchovávajte prečistenú RNA pri <–15°C. Medzi vzorky sa odporúča zaradiť tiež negatívnu extrakčnú kontrolu (falošnú vzorku). 

Odporúčané komerčné metódy extrakci
	
	Krv (EDTA) 
	Plazma
	Sérum
	Tkanivo z ušného boltca

(1–3 mm)
	Mlieko

	Veľkosť združenej vzorky
	≤50
	≤25
	N/A

	QIAamp® Viral RNA, QIAGEN
	√
	√
	√
	
	

	RNeasy® Mini Kit, QIAGEN
	
	
	
	√
	

	NucleoMag VET magnetický extrakčný kit, Macherey-Nagel
	√
	√
	√
	√
	

	MagMAXTM Viral RNA izolačný kit, ThermoFisher
	√
	√
	√
	
	√

	RealPCR* lytický pufer, IDEXX
	
	
	
	√
	


Detailné informácie o produktových kódoch a verziách brožúr ku komerčným extrakčným kitom poskytujeme v Technickom manuáli RealPCR - sekcia Extrakčné metódy. Pre potrebné materiály, ktoré nenájdete v manuáli, využite inštrukcie poskytované jednotlivými výrobcami. 

Qiagen, QIAamp® Viral RNA

Extrahujte vzorky tak, ako je popísané v QIAamp RNA Mini príručke o purifikácii vírusovej RNA z plazmy, séra, bezbunkových telesných tekutín a supernatantov bunkových kultúr (spin protokol). Nie sú tu žiadne odchýľky od protokolu. 

Pri združovaní vzoriek zmiešajte pred začiatkom extrakcie vždy rovnaké množstvá z maximálne 50 vzoriek. 

Qiagen RNeasy® Mini Kit

Vzorky extrahujte podľa inštrukcií v RNeasy Mini príručke. Riaďte sa protokolom Purifikácie celkovej RNA zo zvieracieho tkaniva (RNeasy Mini Kit). Tkanivo nie je potrebné homogenizovať. Pripravte si  RLT/DTT roztok zmiešaním 14 μl 1M dithiothreitolu (DTT) a 350 μl RLT. Pred extrakciou pridajte 350 μl RLT/DTT roztoku ku každému výrezu tkaniva, 10 sekúnd trepte na vortexe a nechajte aspoň 30 minút namáčať. 
Pridajte 350 μl 70% etanolu a okamžite pretrepávajte na vortexe (15 sekúnd), následne pridajte roztok do RNeasy spin column zariadenia. Pokračujte v protokole podľa pokynov v RNeasy Mini príručky. Žiadne ďalšie odchýlky od protokolu tu nie sú. Pri združovaní vzoriek zmiešajte rovnaké podiely roztoku, v ktorom sa namáčalo tkanivo, z maximálne 25 vzoriek. Individuálne vylúhované tkanivo uchovajte na potvrdenie pozitívnej združenej vzorky. 

Macherey-Nagel NucleoMag VET magnetický extrakčný kit

Krv, sérum, plazma – použite 200 μl vzorky. Extrahujte vzorky podľa pokynov v uživateľskom manuáli NucleoMag® VET Viral RNA/DNA Isolation. Nie sú tu žiadne odchýlky od protokolu. Pri združovaní vzoriek zmiešajte pred extrakciou rovnaké podiely z maximálne 50 vzoriek. 

Výrezy tkaniva z ušného boltca
Pripravte si RA1/DTT roztok pridaním 250 μl RA1 pufru a 10 μl 1M DTT pre každú vzorku na extrakciu a pre negatívnu kontrolnú vzorku (pozn. – Pufer RA1 sa dodáva zvlášť; informácie o objednávkach nájdete v uživateľskom manuáli NucleoMagVET. 

Pridajte 250 μl RA1/DTT ku každej vzorke tkaniva. Trepte na vortexe 10 sekúnd, namáčajte 30 minút pri teplote 18 - 26°C, trepte znovu 10 sekúnd. Použite 200 μl roztoku, v ktorom sa namáčalo tkanivo. Extrahujte vzorky podľa pokynov v uživateľskom manuáli NucleoMag® VET Viral RNA/DNA Isolation. Nie sú tu žiadne odchýlky od protokolu. Pri združovaní vzoriek zmiešajte pred extrakciou rovnaký podiel roztoku, v ktorom sa namáčalo tkanivo, z maximálne 25 vzoriek. Individuálne vzorky tkaniva uchovajte na potvrdenie výsledkov pozitívnej zmesovej vzorky. 

ThermoFisher MagMAX - kit na izoláciu vírusovej RNA

Vzorky extrahujte podľa popisu v uživatelskom manuáli MagMAX-96 . Nie sú tu žiadne odchýlky od protokolu. Pri združovaní vzoriek zmiešajte pred extrakciou rovnaké množstvo z max. 50 vzoriek. 

IDEXX RealPCR rýchly lytický pufer ( 99-56370)

Metóda rýchlej lýzy je detailne popísaná v písomnej informácii pre používateľa RealPCR pufra. Pri združovaní vzoriek zmiešajte rovnaké množstvá finálneho lyzovaného roztoku z max. 25 vzoriek.

Postup testu

1 - Príprava PCR mixu.

• Premiešajte rozmrazený RNA MMx obracaním alebo jemným pretrepávaním.

• RNA MMx je viskózny roztok; vždy ho pipetujte pomaly.

• Na prípravu PCR mixu pridajte pre každú reakciu 10 μl BVDV RNA mixu a 10 μL RNA MMx.

• Pri príprave PCR mixu najprv pipetujte BVDV RNA mix do skúmavky, následne pridajte RNA MMx. Niekoľkokrát naberte a vypustite obsah pipety na vypláchnutie špičky od MMx. 

• Na dokonalé zmiešanie všetkých zložiek roztok jemne pretrepte na vortexe.

• Pomaly pipetujte PCR mix do PCR doštičky. V priebehu 20 minút doštičku použite alebo ju môžete pri teplote 2 - 8°C uchovávať až 4 hodiny. PCR mix je možné uchovávať pri teplotách  –25 až –15°C max. 2 týždne. Chráňte pred svetlom.

2 - Pipetujte 20 μl PCR mixu do určených jamiek na viacjamkovej doštičke.

3 - Pridajte do každej jamky 5 μl RNA zo vzorky. Finálny reakčný objem je 25 μl.

4 - Ku každému opakovaniu testu pridajte pozitívnu kontrolnú vzorku (5 μl) a PCR negatívnu kontrolnú vzorku (5 μl PCR vody).

5 - Zakryte doštičku a krátko odstreďujte, ak je potrebné, aby sa obsah usadil a vyprchali vzduchové bublinky. 

6 - Nastavte teplotný cyklovač na program IDEXX RealPCR - štandardný DNA/RNA cyklus. 

Nastavenie reportéru a tlmiča (zhášača)
Cieľ                                                       Reportér                                                    Tlmič (zhášeč)

	BVDV
	FAMTM
	BHQ® (žiadny)

	Vnútorná kontrola (ISC/IPC)
	HEXTM (VIC)
	BHQ (žiadny)

	Pasívna referencia
	ROXTM
	N/A


RealPCR* štandardný DNA/RNA 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


**Ubezpečte sa, že je prístroj nastavený na zaznamenávanie fluorescencie následne po amplifikácii pri 60°C.

7 - Analýza dát. Pri nastavovaní prístrojového softwaru prideľte každému cieľu a vnútornej kontrole špecifický identifikátor.

Napríklad ak sú ciele A a B na rovnakej doštičke, jamky A musia byť analyzované nezávisle od jamiek B. Informácie o analýzach dát nájdete v uživateľských manuáloch konkrétnych prístrojov. Na nastavenie prahu použite nastavenie Auto Ct. Na prístrojoch Agilent Mx3000P a Mx3005P sa ubezpečte, že na analýzu používate metódu prahovej fluorescencie na základe hodnoty fluorescencie pozadia.  V niektorých prípadoch software určí prahovú hodnotu, ktorá je hlboko pod hodnotou pozadia a z tohto dôvodu chýbajú Ct hodnoty pre vzorky s typickými amplifikačnými krivkami. V takom prípade je potrebné manuálne upraviť hodnotu prahu. Odporúčanie ohľadom nastavenia prahu nájdete v pokynoch od výrobcu prístroja. 

Kritéria validity

           Reakcia                                            Hodnota   FAM Ct                          hodnota HEX (VIC) Ct 

	Pozitívna kontrola
	<38
	<38

	PCR Negatívna kontrola
	Žiadny signál
	Žiadny signál


8-Interpretácia výsledkov


Výsledok                  FAM signál     HEX (VIC) signál                 Ďalšie charakteristiky

	BVDV RNA detekovaná
	Áno
	Áno/Nie
	Pozitívna hodnota  Ct a charakteristická amplifikačná krivka v porovnaní s  PCR negatívnou kontrolou.

Je očakávaná amplifikačná krivka vnútornej kontroly v kanále HEX (VIC); niektoré silne BVDV-pozitívne RNa vzorky môžu spôsobiť negatívny výsledok vnútornej kontroly.†

	BVDV RNA nedetekovaná
	Nie
	Áno
	Amplifikačná krivka v kanále vnútornej kontroly HEX (VIC).

	Neplatný‡
	Nie
	Nie
	Absencia amplifikačnej krivky v kanáloch FAM a HEX (VIC) indikuje neplatný výsledok.


†Cieľový mix je optimalizovaný na detekciu BVDV RNA; silne pozitívna RNA vzorka môže prekonať detekciu vnútrornej kontroly.

‡Neplatná vzorka môže naznačovať zlyhanie adície, extrakcie a/alebo PCR vzorky. Odporúča sa RNA päťkrát zriediť v PCR vode a otestovať znova; neriedenou RNA použite ako vzorku. Ak test stále nie je validný, odporúča sa nová extrakcia.

Pre technickú podporu:

IDEXX USA Tel: +1 800 548 9997 nebo +1 207 556 4895

IDEXX Evropa Tel: +800 727 43399

Obráťte sa na manažéra alebo distribútora spoločnosti IDEXX pre Vašu oblasť alebo navštívte našu webovú stránku: www.idexx.com/production/contactlpd

*IDEXX a Test With Confidence sú ochranné známky alebo registrované ochranné známky

spoločnosti IDEXX Laboratories, Inc. alebo ich pridružených spoločností v Spojených štátoch amerických a/alebo v iných krajinách.

Nákup tohto produktu udeluje kupujúcemu práva v rámci patentov firmy Roche týkajúcich sa amplifikácie a/alebo detekcie nukleových kyselín. Tento produkt nie je určený na použitie v humánnej in vitro diagnostike, chove zvierat, overovaniu identity zvierat alebo testovanie aplikácie GMO. Týmto nie je udelený žiaden všeobecný patent ani licencie akéhokoľvek druhu, s výnimkou zmierneného špecifického práva na užívanie vyplývajúceho z nákupu. 

Farbivá obsiahnuté v tomto produkte sú predávané v licencii Biosearch Technologies, Inc. a chránené v USA aj v celom svete patentami už vydanými alebo prihlásenými. Licencia pokrýva len veterinárne použitie. Nie je určené na humánnu in vitro diagnostiku.  

Informácie o patente: idexx.com/patents

©2015 IDEXX Laboratories, Inc. All rights reserved. (Všetky práva vyhradené.)

Popis symbolov:

Číslo šarže

Sériové číslo

Katalógové číslo

Diagnostika in vitro

Autorizovaný obchodný zástupca v Európe

Pozitívna kontrola

Negatívna kontrola

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

