I-es tipusu a-koronavirus kimutatasi készlet
(PCR - fluoreszcens probas méodszer)

Hasznalati utmutato6
(REF: JVP006)

[A termék neve]
Magyar megnevezés: I-es tipusi a-koronavirus kimutatasi készlet (PCR — fluoreszcens prébas modszer)

Angol megnevezés: o Coronavirus Type I Detection Kit (PCR-Fluorescence Probe Method)

[Kiszerelés]
8 teszt/készlet

[Alkalmazasi teriilet]

A Kkészlet fluoreszcens RT-PCR-mddszerrel mutatja ki az I-es tipust koronavirust (CoV-I) kutyak és
macskak melliiri folyadékabdl (pleuralis folyadékgyiilem), hasiiri folyadékabdl (ascites), illetve
bélsartamponmintdjabol. Alkalmas a CoV-I kimutatéséra, diagnosztizalasara és jarvanytani (epidemiologiai)
vizsgalatara.

[A vizsgalat elve]

A mintak nukleinsavat (DNS/RNS) nukleinsav-kivoné reagenssel vonjuk ki. A nagy hatékonysagu reverz
transzkriptaz enzim miikodése révén az RNS templatként szolgél, és a szintézisreakcio6 soran létrejon az
RNS-templattal komplementer cDNS-lanc. A Taq enzim miikddése révén a DNS szolgal templatként, és a
specifikus célszakaszok kdpiaszama a magas hémérsékleten végbemend denaturacid, valamint a kbzepes
hémérsékleten végbemend primerkapcsolédas (annealing) és lanchosszabbitas ciklikus ismétlédése révén
sokszorozodik fel. A fluoreszcensen jeldlt specifikus proba és a meghosszabbitott célszakasz hibridizacigja
soran — a Taq polimeraz 5' - 3' exonukledzanak aktivitasat kihasznalva — a fluoreszcens préba riporter- és
kiolté (quencher) csoportja elvalik egymastdl, és specifikus fluoreszcens jel keletkezik. A fluoreszcens
jeleket fluoreszcens PCR-késziilékkel detektaljuk. Az eredményt a minta Ct-értéke és az amplifikacios gorbe
alakja alapjan kell értékelni.

[A készlet 6sszetevoi és specifikacidja]

Osszetevé Mennyiség

] o Kivondkazetta 8 db
Nukleinsav-kivono reagens . —

Magnesrid-védohiively 8 db

PCR-amplifikacios reagens Liofilizalt PCR-reagens 8db

Egyszer hasznélatos mintavételi Mintavevo tampon 8db

készlet Mintatart6sité reagens 8 cs6

Hasznélati titmutaté 1db

[Tarolasi feltételek és felhasznalhatosag]

A nukleinsav-kivoné reagens kornyezeti hémérsékleten tarolando. A liofilizalt PCR-reagenst kdrnyezeti
hémérsékleten, fényt6l védve kell tarolni.

A készlet 2-8 °C kozotti tarolas esetén 18 hénapig, 8-30 °C kozotti tarolas esetén 12 honapig hasznalhat6
fel. Kérjiik, a készletet a felhasznalhatéséagi id6n beliil hasznalja fel.



[A miiszer tizemi kérnyezete]

A vizsgalatot 20-25 °C kozotti kornyezeti hmérsékleten ajanlott elvégezni.

[Mintatipusok]
Melliiri folyadék (pleuralis folyadékgyiilem), hasiiri folyadék (ascites) vagy bélsartampon.

[Mintavételi kovetelmények]

Folyékony minta (beleértve a vérmintat, a hasiiri folyadékot és a mell{iri folyadékot):

Vegyen ki kozvetleniil 200 pL-t, adja a tart6sito reagenshez, majd razza fel és keverje el alaposan — igy
hasznélhat¢6 fel. Ha a minta tdl nagy mennyiségd, tdl tdmény vagy tdl sfir(i, a vizsgalat el6tt higitani kell.
Vizelet- és liquorminta (agy-gerincvel6i folyadék) esetén ajanlott kozvetleniil 200 pL-t az LB jelii cs6be
(Ilyukba) adagolni a kivonashoz.

Tamponminta:

1. Bélsartampon: a tamponnal vegyen fel megfelel§ mennyiségii bélsarmintat.

2. Végbéltampon (anélis tampon): el6szor nedvesitse meg a tampont a higit6oldattal, majd azzal t6rélje le a
mintat.

3. Orr-garat tampon: a szemtamponminta vételéhez hiizza végig a tampont a szemhéj alatt; a szaj- és
orrvaladékot a tamponnal mérsékelt ervel letdrdlve vegye le az orr-garat tamponmintat.

4. A tamponminta levétele utan a tampon fejét gyorsan torje bele a tartésité oldatba, majd razza ossze
alaposan, hogy a tamponfejen 1évé korokozo teljes mértékben beoldddjon a tartdsit6 oldatba.

A mintavétel befejezése utan ajanlott a nukleinsav-kivonast azonnal elvégezni; sziikség esetén a minta
atmenetileg 4 °C-on tarolhato, tartésan pedig —20 °C alatt tarthat6 el; a minta bekiildésekor hiitve kell
szallitani.

[A vizsgalat elotti elokésziiletek]

1. A vizsgalat megkezdése el6tt figyelmesen olvassa el ezt az titmutatét, ismerje meg az egyes lépéseket, és a
készletet szigorian az dtmutatoban foglalt kovetelményeknek megfelelGen hasznélja.

2. A munkavégzés soran a kezel6 viseljen egyszer hasznalatos kesztylit és maszkot, és minden miiveletet a
PCR-vizsgalatok laboratériumi kornyezeti kovetelményeinek megfeleld koriilmények kozott kell
elvégezni.

3. A mintdk szdmanak megfelel6 mennyiségli kivonoreagens-kazettat vegyen eld. Kérjiik, vegye figyelembe
a kazetta lyukainak oldaléan talalhat6 azonosito jeloléseket.



[A vizsgalat lépései]
Nukleinsav-kivonas:

1. Vegye eld a sziikséges mennyiségii kivondreagens-kazettat, és az azonosito jeldlés alapjan hiizza le a fels6
zaroféliat. A kazetta lyukainak elrendezését a vazlatos abra mutatja.
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LB: Add Sample
EB: Extracted Nucleic Acids

Jelmagyardzat az dbrahoz — Magnetic rod cover: mdgnesrud-védGhiively; LB (Add Sample): minta beadagoldsa; EB
(Extracted Nucleic Acids): kivont nukleinsav.

2. Pipettaval vegyen ki 200 pL. mintat, és adagolja az LB jelii lyukba.

3. Vegyen el6 egy magnesrud-védShiivelyt, és helyezze a kazettdan a magnesrid-védohiively szamara
kialakitott helyre.

4. Nyomja meg a késziilék ,,In/Out” (Be/Ki) gombjat ¥ , helyezze a kazettat az automatikus kivonéshoz a
kazettatartora, majd nyomja meg ismét az ,,In/Out” gombot, hogy a kazetta bekeriiljon a miiszerbe, és a
kamraajté bezarddjon.

Megjegyzés: A kazettdt az oldaldn jelolt iranynak megfelelGen kell a kazettatartoba helyezni, és annak aljdn egyenletesen
kell felfekiidnie. Ha a kazetta megfelelGen van behelyezve, a miiszer kezelGpaneljén vildgit a megfelel6 csatorna piros
jelzéfénye; ellenkezé esetben a jelz6fény nem gyullad ki.

5. Nyomja meg a ,,Run” (Inditas) gombot ’, hogy a késziilék megkezdje a nukleinsav kivonasat; varja meg
a futas befejez6dését és a hangjelzést (berregd hang), majd a kazetta kivételéhez nyomja meg ismét az
,»In/Out” gombot.

Megjegyzés: A kivont nukleinsavmintdt ajdnlott azonnal megvizsgdlni. Ha a mintdt dtmenetileg nem haszndlja fel, tdrolja
=20 °C-on vagy —80 °C-on.

PCR-amplifikacié:
1. Pipettaval vegyen ki 20 pL kivont nukleinsav-feliiliszot az EB jelii lyukbol, és adja a PCR-reagenscs6hoz;

ujjaval poccintse meg a reagenscsovet, hogy a szaraz por egyenletesen feloldédjon, razza a csében 1évé
0sszes folyadékot a cs6 aljara, majd helyezze a csovet a PCR-késziilék reakciohelyére.

Megjegyzés: a) Amikor a nukleinsavoldatot pipettdval felszivja, ne szivja fel az oldatban esetleg jelen lévé buborékokat.
b) A liofilizalt reagensnek teljesen fel kell oldédnia és el kell keverednie, és a csében 1évé ésszes reakciofolyadékot a cs6
aljdra kell rdzni, kiilénben a hdttér zavard jele tul eréssé vdlhat, ami befolydsolja az eredmények értékelését.

2. Vélassza ki a vizsgalando kisallat-kérokozonak megfelel6 programot, adja meg a minta és a vizsgalati
tétel adatait, majd a reakcio elinditasahoz kattintson a Run (Inditas) ikonra.

3. A reakcié befejezése utan idében vegye ki a PCR-terméket tartalmazé csovet, és az egységes
artalmatlanitas érdekében csomagolja simit6zaras tasakba.

[Az eredmények értelmezése]

1. Ha a FAM detektalasi csatornan tipikus S alaku amplifikacios gorbe lathato, és a Ct-értek < 36, az
eredmény POZITIVNAK értékelhetd;



2. Ha a FAM detektalési csatornan nem lathato tipikus S alakti amplifikacios gorbe, és nincs Ct-érték, vagy a
Ct-érték > 36, az eredmény NEGATIVNAK értékelhetd.

[A kimutatasi modszer korlatai]

1. Az amplifikacios termékek aeroszol ttjan torténd elhurcoldsa kénnyen alpozitiv eredményt okozhat, ezért
a vizsgalolaboratériumot szigorian a PCR-laboratériumokra vonatkozo6 kévetelmények szerint kell
kialakitani;

2. A negativ eredmény nem zarja ki teljes bizonyossaggal a korokozoval valo fert6zottség lehetdségét; az
eredményt mas klinikai mutatokkal egyritt kell értékelni.

[Teljesitményjellemzok]
1. Erzékenység: a készlet kimutatasi hatéra 1000 képia/ml.

2. Specificitas: a készlet nem ad keresztreakciét példaul herpeszvirust, calicivirust vagy parvovirust
tartalmazo6 mintakkal.

3. Precizités: egy erdsen pozitiv és egy gyengén pozitiv mintat 10-10 alkalommal ismételten megvizsgéalva a
Ct-értékek variacios egyiitthatéja (CV) 5% alatt volt.

[Ovintézkedések]

1. A termék ellenérzése: a PCR-amplifikacids reagensek hasznalata el6tt a csomagolas felbontasakor
ellendrizze, hogy a cs6 aljan 1év6 szaraz por megfelel6 allapotu-e (fehér szinfi, 6sszetapadt). Ha a por
elfolyésodott, a reagens nem hasznalhat6 fel, kiilonben befolyasolja a PCR-eredményeket.

2. Pipettahasznalat: amikor a 20 pL nukleinsav-feliiltisz6t PCR-amplifikacids templatként felszivja,
tigyeljen arra, hogy a pipetta nyomégombjat csak az els6 fokozatig (els6 kattanasig) nyomja le, ne
titk6zésig, kiilonben a felszivott térfogat meghaladja a 20 pL-t, ami befolyasolja a vizsgalati
eredményeket.

3. A mintaadatok beallitasa: gy6z6djon meg arrdl, hogy a PCR-cs6 abban a mér6helyben van, amelyet a
miiszeren a mintdhoz bedllitott. Ha a PCR-csovet az amplifikaciés kamra 1-es (1#) mér6helyére helyezi,
a mintabeallitasi feliileten is az ennek megfelel6 1-es pozici6t valassza ki. A mintanév és a vizsgalati
tétel beallitasa utdn a PCR-amplifikacié elinditdsahoz kattintson a Run (Indités) ikonra.

[Jel6lésmagyarazat]
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