Vérparazita mikoplazmak kimutatasi készlete

(PCR-fluoreszcens préba mddszer)

Hasznalati utmutato
(REF: JVP027)

[Terméknév]

Magyar megnevezés: Vérparazita mikoplazmak kimutatési készlete (PCR-fluoreszcens proba
maodszer)

[Csomagolasi kiszerelés]
8 T/készlet

[Alkalmazasi teriilet]

A készlet fluoreszcens PCR médszert alkalmaz a haziallatok vérmintaiban talalhaté vérparazita
mikoplazmak kimutataséara. Alkalmas az alabbi kérokozok kimutatasara, diagnosztikajara és
jarvanytani vizsgalatara:

¢ Ohio torzs (Mycoplasma hemofelis, Mhf)

e Zirich torzs (Candidatus Mycoplasma turicensis, Mtc)

» Kaliforniai torzs (Candidatus Mycoplasma haemominutum, Mhm)

* Mycoplasma haemo-canis (Mhc)

» Candidatus Mycoplasma haematoparvum (CMhp)

[Vizsgalati elv]

A mintak nukleinsavat (DNS/RNS) nukleinsav-extrakcios reagens segitségével vonjak ki. Hatékony
reverz transzkriptaz enzim kézremdkodésével az RNS mint templat alapjan komplementer cDNS-
lanc szintetizalodik. Tag-polimeraz enzim jelenlétében a DNS templatul szolgal, és a specifikus
célszekvencia-fragmentek képiaszama magas hémérsékleten végzett denaturalas, majd kozepes
hémérsékleten végzett primer-kdtés (annealing) és lanchosszabbitas (extenzid) ismételt ciklusa
révén megsokszorozadik. A fluoreszcensen jel6lt specifikus préba és a meghosszabbitott
célfragment hibridiz&cidja, valamint a Tag-polimeraz 5’3 exonukleaz-aktivitdsanak felhasznalaséaval
a fluoreszcens préba riporter génje és quencher génje szétvalik, és specifikus fluoreszcens jel
keletkezik. A fluoreszcens jelet fluoreszcens PCR-berendezéssel detektaljdk. Az eredményt a
minta Ct-értéke és az amplifikacids gorbe alakja alapjan értékelik.

[A készlet 6sszetevdi és specifikacioi]

Osszetevé Mennyiség
Nukleinsav-extrakcios reagens készlet 8 db
Magneses rud boritéja 8 db

PCR amplifikacios reagens — PCR liofilizalt

8 db
reagens



Egyszer hasznélatos mintavételi készlet —
8 db
Tampon (swab)

Egyszer hasznalatos mintavételi készlet —

; o, 8 csf
Mintamegdrz6 reagens

Kezelési Gtmutat6 1db

[Tarolasi feltételek és szavatossag]
A nukleinsav-extrakcios reagenst szobahdmeérsékleten kell tarolni. A PCR liofilizalt reagenst
szobah6mérsékleten, fénytél védve kell tarolni.

A készlet szavatossagi ideje: 2—8 °C-on tarolva 18 hénap; 8-30 °C-on tarolva 12 hénap. A
készletet a szavatossagi id6én belul kell felhasznalni.

[A miiszer lizemeltetési kdrnyezete]

A vizsgalatot 20-25 °C koz6tti kornyezeti hdmérsékleten javasolt elvégezni.

[Mintatipus]
EDTA-s vérminta

[Mintavételi kovetelmények]

Folyékony mintak (vérminta, ascites, mellhartyafolyadék):

Pipettaval vegyen 200 pL mintat, és adja a mintameg6rz6 reagenshez, majd razza 6ssze
alaposan. Ha a minta tal sdr(i vagy koncentralt, felhasznalas el6tt higitani kell. Vizelet- és
liqguorminta esetén 200 pL-t kozvetlenlll az LB csBbe javasolt pipettdzni az extrakcio elvégzéséhez.

Tamponnal (swab) vett mintak:

1. Bélsartampon: A tamponnal vegye fel a megfelel6 mennyiség(i mintat.

2. Végbéltampon: El6bb nedvesitse meg a tampont higitéval, majd térélje le a mintat.

3. Nasopharyngealis tampon: A szemhéj ala helyezett tamponnal gydjtsén szemvaladékot;
tamponnal torélje le kdzepesen az ordlis és nasalis valadékot a nasopharyngealis
tamponmintahoz.

4. A tamponminta vétele utan a tamponfejet gyorsan térje bele a mintameg6érzé oldatba, majd
alaposan razza fel, hogy a kérokozok teljesen feloldodjanak a mintameg6rzd oldatban.

A mintavétel befejezése utan a nukleinsav-extrakciot azonnal el kell végezni; sziikség esetén a
minta atmenetileg 4 °C-on tarolhato, vagy hosszu tavon -20 °C alatt; szallitdskor hideglancot kell
fenntartani.

[Kisérleti el6késziiletek]

5. A kisérlet megkezdése el6tt kérjuk, gondosan olvassa el ezt az atmutatét, ismerkedjen meg
az egyes lépésekkel, és a készletet kizardlag az dtmutatoban foglaltak szerint hasznalja.



6. A kezel6 a m(iveletek soran viseljen egyszer hasznélatos keszty(it és szajmaszkot; minden
miveletet a PCR-detektalasi kisérletekre vonatkozd kérnyezeti feltételeknek megfelel
koralmények kozott kell elvégezni.

7. A mintak szamanak megfelel6 mennyiség( extrakciés reagens-kazettat vegyen el6. A

sz

kazettan l1évé lyukak oldalan feltlintetett jelolések szerint azonositsa az egyes poziciokat.

[Miiveleti Iépések]

Nukleinsav-extrakcio:

[ABRA: A nukleinsav-extrakcios kazetta feliilnézeti vazlatrajza. A kazetta hat egymas melletti
lyukat (kutpoziciot) tartalmaz, amelyek balrdl jobbra a kévetkez6képpen vannak jeldlve: LB
(mintabeviteli pozicié), W1 (1. mosopuffer-pozicié), W2 (2. mosopuffer-pozicid) és EB
(eluciés/nukleinsav-gydijté pozicid). A pozicidk alatt kérdk jeldlik a sorrendi szamokat (1-t6l 6-ig).
Két révidités magyarazata szerepel a rajzon: ,LB: Add Sample" (LB: minta hozzaadasa) és ,EB:
Extracted Nucleic Acids" (EB: kivont nukleinsavak).]

8. Vegye ki a szilkséges mennyiségl extrakcids reagens-kazettat, és a jellések alapjan
tavolitsa el a felsd lezaro foliat. A kazetta egyes pozicidit a vazlatrajz mutatja.
9. Pipettaval vegyen 200 pL mintat, és adja az LB poziciéba.
10. Vegyen el6 egy magneses rudboritét, és helyezze a készlet magneses rudborito-tartojaba.
11. Nyomja meg a berendezésen az ,In/Out" gombot, helyezze a kazettat a kazett-tartéra az
automatikus extrakcio elvégzéséhez, majd nyomja meg ismét az ,In/Out" gombot, hogy a
kazetta bemenjen a miszerbe, és zéarja be a kamra ajtajat.
Megjegyzés: A kazettat a tartora az oldalan feltlintetett iranya szerint kell elhelyezni, és egyenletesen kell a
tarto aljara fektetni. Ha a kazetta megfelel6en van elhelyezve, a miiszer kezel6paneljén a megfeleld
csatorna piros jelz6fénye felgyullad; ellenkezd esetben a jelz6fény nem gyullad fel.
12. Nyomja meg a ,Run" gombot, hogy a berendezés megkezdje a nukleinsav-extrakciét; varja
meg, amig a berendezés befejezi a futast és megszélal a csipogas, majd nyomja meg
ismét az ,In/Out" gombot a kazetta kivételéhez.

Megjegyzés: A kivont nukleinsav-mintat azonnal ajanlott feldolgozni. Ha a mintat atmenetileg nem
hasznaljak fel, -20 °C-on vagy -80 °C-on kell tarolni.

PCR-amplifikacio:

13. Pipettaval vegyen 20 pL nukleinsav-felllusz6t az EB pozicidbdl, és adja a PCR-reagens
cs6hoz; ujjaival koppintgassa meg a reagenscsovet, hogy a liofilizalt por egyenletesen
feloldddjon; centrifugalassal juttassa az 0sszes folyadékot a cs6 aljara, majd helyezze a
csovet a PCR-ml(iszer reakciékitjaba.

Megjegyzések:
a) Pipettaval a nukleinsav-oldatot szivva fel, tigyeljen arra, hogy ne szivjon fel buborékokat.
b) A liofilizalt reagenst alaposan 6ssze kell keverni, és az 6sszes reakciéfolyadékot a csé aljara kell

centrifugalni; ellenkez® esetben a hattér-interferencia-jel valészindleg tul erés lesz, és
befolyasolja az eredmény értékelését.

14. Véalassza ki a kisallat-kérokoz6hoz tartozé megfelel6 programot, adja meg a minta- és
vizsgalati tételinformaciokat, majd kattintson a Futtatas ikonra a reakcio elinditdsahoz.

C) A reakcio befejezése utan vegye ki a PCR-terméket tartalmazdé kémcsévet, és zarhato tasakban
adja le artalmatlanitas céljabol.

Mintainformacid beéllitasa: Ellenérizze, hogy a PCR-cs6 ugyanazon a kutpozicion van-e, mint amelyet a
mdszerben bedllitott. Ha a PCR-csbvet az amplifikacios kamra 1# pozicidjaba helyezi, a mintabeallitasi
feltileten a megfelel6 1# pozicidt valassza ki. A mintanév és a vizsgalati tétel megadasa utan kattintson a
Futtatas ikonra a PCR-amplifikacios reakcié elinditasahoz.



[Eredmény értékelése]

15. Ha a FAM-detektalasi csatornan tipikus S-alaka amplifikacios gorbe jelenik meg, és a Ct-
érték < 36, az eredmeény pozitivnak tekinthetd.

16. Ha a FAM-detektalasi csatornan nem jelenik meg tipikus S-alakt amplifikaciés gorbe, és
nincs Ct-érték, vagy a Ct-érték > 36, az eredmény negativnak tekinthetd.

[Jel6lések magyarazata]

[ABRA: A terméken és csomagolason alkalmazott szimboélumok tablézata. Négy oszlopbdl all:
Jelolés | Jelentés | Jelblés | Jelentés. Az egyes sorok tartalma: 1. sor: Gyartasi hullam szimbdlum
(hullamos vonal) | Gyartas datuma | Dokumentum szimbolum (i felirattal, keretben) | Lasd a
hasznalati Gtmutatét 2. sor: Eplilet szimbélum | Gyarté | Tilté kér X-szel | Nem hasznélhaté djra 3.
sor: LOT | Tételszam | Nap sugarakkal (athuzva) | Fénytdl védve tarolando 4. sor: H6méré
szimbdlum | H6mérsékleti korlat | Haromszdg szimbdlum | Elegenddé <n> vizsgéalathoz 5. sor:
Naptar/datum szimbolum | Felhasznalhatésagi datum | REF | Katalogusszam]

[A kimutatasi modszer korlatai]

17. Az amplifikaciés termékek aeroszolszennyezédése konnyen alpozitiv eredményt okozhat;
ezért a vizsgalolaboratoriumot szigordan a PCR-vizsgalati laboratériumokra vonatkoz6
kovetelmények szerint kell kialakitani.

18. A negativ eredmény nem zérja ki teljesen a kérokozo-fert6zés lehet6ségét; az eredményt
mas klinikai mutatékkal egyutt kell értékelni.

[Termékteljesitmény-mutatok]

19. Erzékenység: A készlet kimutatasi hatara 1000 kopia/ml.

20. Specificitas: A készlet nem mutat keresztreakciét kalicivirus-, herpeszvirus-, Chlamydia- és
Ehrlichia-mintakkal.

21. Precizitas: Egy er6sen pozitiv és egy gyengén pozitiv mintan 10-szeres ismétlésben
elvégzett mérések soran a Ct-érték variacios koefficiense (CV) 5% alatt maradt.

[Ovintézkedések]

22. Termék ellenérzése: A PCR-amplifikacios reagensek hasznélata el6tt nyissa ki a
csomagolast, és ellenérizze, hogy a cs6 aljan a liofilizalt por megfelel6 allapotban van-e
(fehér, 6sszetapadt). Ha a por folyékony allaguva valt, a reagens nem hasznalhaté, mert
befolydsolja a PCR eredmeényét.

23. Pipetta hasznalata: A PCR-amplifikaci6é sablonjaként 20 pL nukleinsav-fellliszo
pipettazasakor a pipettat csak az els6 fokozatig nyomja le (nem az aljaig), kilénben az
eltavolitott folyadék mennyisége meghaladhatja a 20 yL-t, ami befolyasolja a vizsgalat
eredményét.

Ez a dokumentum a JVP027 referenciaszamu készlet eredeti angol nyelvii hasznalati utmutatéjanak magyar forditasa.
Orvosi/éllatorvosi déntéshozatal soran az eredeti dokumentum is konzultalando.
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