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Introducere in virusul West Nile

Virusul West Nile apartine familiei de virusuri Flaviviridae. Infecteazd in principal
pasarile, dar poate infecta multe alte specii, inclusiv oamenii. Contine un genom ARN
monocatenar, cu sens pozitiv, de 11-12 kb, care este Tnvelit intr-o nucleocapsida
formata din blocuri proteice de 12 kDA. Virusul in sine este un viron de 45-50 nm,
avand o suprafatad proteics relativ neteda.

Transmiterea se realizeazi prin intermediul tantarilor vectori. Tantarii transferd virusul
de la pasari, care sunt gazde de amplificare. Oamenii si alte specii tind s& nu transmita
boala, deoarece concentratiile virale sunt scizute, insa la pasari nivelurile virale sunt
relativ ridicate, ceea ce permite transmiterea. in cazuri rare, transmiterea poate avea
loc si prin transfuzie de sange, transplant de organe si aldptare. Virusul este invelit
intr-o membrana derivata din gazda, membrana fiind modificatd de doua glicoproteine
virale. Virusul este preluat de celulele vertebrate prin atasarea mediatd de receptor la
suprafata celulard, urmatd de injectarea genomului in celula gazdi. Proteinele si
ribozomii gazdei se utilizeaza pentru replicare si, odatd ce virusul progenitura este
impachetat, acesta se desprinde de celula gazda, permitand raspandirea.

Putini oameni prezintd simptome, Tnsa cei care le prezints suferd de o form3 usoars,
cunoscuta sub numele de febrd West Nile, sau, in cazuri mai rare, de o forma grava,
cunoscutd sub numele de encefalitd West Nile sau meningita West Nile, in functie de
partea corpului afectati. Simptomele usoare pot include diaree, febra, dureri de cap,
dureri musculare, greata, eruptii cutanate, dureri in gat, ganglioni limfatici umflati si
varsaturi. Forma mai severd poate include simptome precum dezorientare, coma,
slabiciune musculara, rigiditatea gatului, convulsii si crize. De asemenea, se stie c3
virusul West Nile infecteaza celulele nervoase, iar dupé infectare, virusul poate
continua si infecteze alte celule nervoase din apropiere. In unele cazuri, virusul este
capabil s& patrunda in sistemul nervos central, declansand paralizia flascd acuta.

Nu exista un tratament specific pentru virusul West Nile. Simptomele formei usoare ar
trebui s3 se atenueze in cateva zile, insd forma mai sever3d va necesita, de obicei,
tratament in regim de spitalizare, care implica administrarea de lichide intravenoase,
ajutor respirator si ingrijire medicald generali. Forma grava poate duce la leziuni
cerebrale, slibiciune musculard si deces. Singura masurd de prevenire in acest
moment este evitarea intepaturilor de tantari.
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Specificitate

Setul Primerdesign genesig pentru genomul virusului West Nile (WNV) este conceput
pentru cuantificarea in vitro a genomilor WNV. Setul este conceput pentru a avea un
profil larg de detectare. In mod specific, primerii sunt omologi 100% cu peste 95% din
secventele de referints ale bazei de date NCBI disponibile la momentul proiectarii.

Dinamica variatiei genetice inseamna c¢& noi informatii despre secventd pot deveni
disponibile dupa proiectarea initiald. Primerdesign revizuieste periodic profilurile de
detectie ale seturilor noastre si, atunci cand este necesar, lanseaza noi versiuni.

Kitul nostru pentru virusul West Nile (NDV) a fost conceput pentru cuantificarea
specifica si exclusiva in vitro a tuturor liniilor acesstor specii. Secventele de primeri si
sonde din acest kit au o omologie de 100% cu peste 95% din secventele de referinta
din baza de date NCBI, pe baza unei analize bioinformatice cuprinzitoare.

Daci aveti nevoie de informatii suplimentare sau aveti o intrebare specificd despre
profilul de detectare al acestui set, vd rugam si trimiteti un e-mail la adresa
enquiry@primerdesign.co.uk si echipa noastrd de bioinformaticd vd va raspunde la
intrebare.
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Continutul setului

* Mix primer-sonda specific pentru WNV (150 de reactii MARO)
Etichetat FAM

* Sablon de control pozitiv la WNV (pentru curba Standard ROSU)

* Mix primer-sonda de control intern al extragerii (150 de reactii MARO)
Etichetat VIC ca standard

+ Control intern al extragerii de ADN (150 de reactii MARO)

* Mix primer-sonda de control endogen (150 de reactii MARO)
Etichetat FAM

+ Apa fara RNaza/DNaza (ALR)
pentru omogenizarea mixurilor primer-sonda

+ Solutie tampon de pregatire a sablonului ( )
pentru omogenizarea sablonului de control intern, sablonului de control pozitiv si pregatirea curbei
standard

Reactivi si echipamente care vor fi furnizate de utilizator

Set de exiractie Programarea

instrumentului de PCR in timp real
Acest set este recomandat pentru utilizarea cu setul de extractie genesig Easy
DNA/RNA. Cu toate acestea, este conceput pentru a functiona bine cu toate procesele
care produc ARN si ADN de Tnalta calitate cu inhibitori PCR minimi.

oasig™Mliofilizat OneStep sau Precision®PLUS OneStep 2X RT-qPCR Master Mix
Contine amestecul de baza OneStep RT-qPCR complet

Varfuri si pipete
Vortex si centrifuge

Eprubete de reactie PCR de 1,5 ml cu pereti subtiri
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Depozitarea si stabilitatea setului

Acest set este stabil la temperatura camerei, dar trebuie pastrat la -20°C la sosire.
Odatid ce componentele liofilizate au fost omogenizate, acestea nu vor fi expuse la
temperaturi mai mari de -20°C mai mult de 30 de minute la un moment dat si se va
evita congelarea/decongelarea repetats inutili. In aceste conditii, setul este stabil timp
de sase luni de la data omogenizarii.

Daci se prepard o serie de diluare cu o curb3 standard, aceasta poate fi pastrata
congelatd pentru o perioada indelungati. Daca observati orice degradare in aceasta
dilutie in serie, se poate prepara o noua curba standard din martorul pozitiv.
Primerdesign nu recomanda utilizarea setului dupa data de expirare inscrisa pe ambalaj.

Material de esantion adecvat

Pot fi utilizate toate tipurile de material de esantion potrivite pentru amplificarea PCR.
V3 rugam sa va asigurati ca esantioanele sunt adecvate in ceea ce priveste puritatea,
concentratia si integritatea ARN-ului/ADN-ului (un control PCR intern este furnizat
pentru a testa inhibitorii PCR nespecifici). Se executs intotdeauna cel putin un martor
negativ cu esantioanele. Pentru a pregati un martor negativ, inlocuiti proba de ARN
sablon cu apa fara RNaza/DNaza.

Domeniul dinamic de testare

In conditii PCR optime, seturile de detectie genesig WNV au o eficients foarte mare de
pregatire de >95% si pot detecta mai putin de 100 de copii ale sablonului tinta.

N tl fl v L] L] d v - I v d - .

OUITICarl s derogari ale raspunderii

Acest produs este dezvoltat, proiectat si vandut numai in scopuri de cercetare. Nu este destinat diagnosticului uman sau
medicamentelor sau pentru a fi administrat oamenilor, cu exceptia cazului in care este clar exprimat in acest scop de citre
Food and Drug Administration din SUA sau de citre autorititile de reglementare corespunzitoare din tara in care este
utilizat. Pe durata perioadei de garantie, seturile de detectie Primerdesign genesig permit recuperarea precisd si
reproductibild a datelor, combinati cu o sensibilitate excelents. Pentru datele obtinute prin Tncilcarea liniilor directoare
generale privind BPL si a recomandarilor producatorului, dreptul de a solicita despagubiri in temeiul garantiei este expirat.
PCR este o tehnologie brevetats acoperita de mai multe brevete americane si straine. Aceste brevete sunt detinute de Roche
Molecular Systems Inc. si au fost sublicentiate de PE Corporation in anumite domenii. in functie de aplicatia dvs. specifics,
este posibil s§ aveti nevoie de o licentd de la Roche sau PE pentru a practica PCR. Informatii suplimentare privind
achizitionarea licentelor pentru practicarea procesului PCR pot fi obtinute contactand directorul de licentiere la Roche
Molecular Systems, 1145 Atlantic Avenue, Alameda, CA 94501 sau Applied Biosystems business group al Applera
Corporation, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404. in plus, testul de 5' de nucleazs si alte metode omogene de
amplificare utilizate in legaturd cu procesul PCR pot fi acoperite de brevetele americane 5.210.015 si 5.487.972, detinute
de Roche Molecular Systems, Inc. si de brevetul american 5.538.848, detinut de The Perkin-Elmer Corporation.

Marci comerciale

Primerdesign™ este o marca comerciald a Primerdesign Ltd.
genesig® este o marcd comerciald inregistrata a Primerdesign Ltd.

Procesul PCR este acoperit de brevetele americane 4,683,195 si 4,683,202 si echivalente striine detinute de Hoffmann-La
Roche AG. BI, ABI PRISM® GeneAmp® si MicroAmp® sunt marci comerciale Tnregistrate ale Applera Genomics (Applied
Biosystems Corporation). BIOMEK® este o marcd comerciald Tnregistratd a Beckman Instruments, Inc.; iCycler™ este o
marcad comerciald Tnregistratd a Bio-Rad Laboratories, Rotor-Gene este o marcd comerciala a Corbett Research.
LightCycler™este o marcd comerciald inregistratd a Idaho Technology Inc. GeneAmp®; TagMan® si AmpliTaqGold® sunt
marci comerciale inregistrate ale Roche Molecular Systems, Inc. Achizitia reactivilor Primerdesign™ nu poate fi interpretata
ca o autorizatie sau o licentd implicitd de a practica PCR sub niciun brevet detinut de Hoffmann-LaRoche Inc.
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Principiile testului

PCR in timp real
Este furnizat un mix de primer si sonda specific WNV, care poate fi detectat prin
canalul FAM.

Mixul de primer si sonda furnizat exploateazi asa-numitul principiu TagMan®. in
timpul amplificarii prin PCR, primerii sens si antisens incruciseazd cu ADNc-ul de WNV.
O sondia fluorogena este inclusa in acelasi mix de reactie care constd dintr-o sonda
ADN marcati cu un colorant 5 si un inhibitor al colorantului 3. In timpul amplificarii
prin PCR, sonda este scindati si colorantul care raporteazi si inhibitorul colorantului
sunt separate. Cresterea rezultatd a fluorescentei poate fi detectatd pe o serie de
platforme gPCR.

Control pozitiv

Pentru determinarea numarului de copii si ca un control pozitiv pentru configurarea
PCR, setul contine un sablon de control pozitiv.

Acesta poate fi folosit pentru a genera o curbd standard a numarului de copii
WNV/valoarea Cg. In mod alternativ, controlul pozitiv poate fi utilizat la o singura
dilutie Tn care nu este necesard o analizd cantitativa completd a esantioanelor. De
fiecare datd cand se utilizeaza setul, cel putin o reactie de control pozitiv trebuie s3 fie
inclus3 in test. Un rezultat pozitiv indica faptul ca primerii si sondele pentru detectarea
genei WNV tintd au functionat corect in acel scenariu experimental particular. Daci se
obtine un rezultat negativ, rezultatele testului sunt invalide si trebuie repetate.
Trebuie sa se asigure cd acest control pozitiv nu contamineaza nicio altd componenti
a setului care ar duce la rezultate fals pozitive. Acest lucru poate fi realizat prin
manipularea acestei componente intr-un mediu Post PCR. De asemenea, se va avea
grija sa se evite contaminarea incrucisatd a altor esantioane atunci cand se adauga
controlul pozitiv Tn test. Acest lucru poate fi evitat prin sigilarea tuturor celorlalte
esantioane si controale negative Tnainte de pipetarea controlului pozitiv in godeul de
control pozitiv.

Control negativ
Pentru a valida orice constatari pozitive, se va include o reactie de control negativa de
fiecare dati cand se utilizeaza setul. Pentru aceast3 reactie, in locul sablonului se va
utiliza apa fara RNazid/DNazi. Un rezultat negativ indicd faptul ci reactivii nu s-au
contaminat in timpul configurarii testului.
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Controlul extragerii interne a ARN-ului
Cand se efectueazi extragerea ARN-ului, este adesea avantajos sia existe o sursj
exogeni de sablon ARN care este introdusa in solutia tampon de lizi. Acest ARN de
control este apoi co-purificat cu esantionul de ARN si poate fi detectat ca un control
pozitiv pentru procesul de extragere. Co-purificarea cu succes si gPCR pentru ARN-ul
de control indica, de asemenea, ca inhibitorii PCR nu sunt prezenti la o concentratie
mare.

Un mix separat de primer si sondd qPCR se furnizeazd impreund cu acest kit pentru a
detecta ARN-ul exogen utilizand gPCR. Primerii PCR sunt prezenti la concentratii de
limitare a PCR care permit multiplexarea cu primerii secventei tintd. Amplificarea
ADNCc-ului martor nu interfereaza cu detectarea ADNc-ului tintd al WNV chiar si atunci
cand este prezent la un numar mic de copii. Controlul intern este detectat prin canalul
VIC si ofersd o valoare Cq de 28+/-3, in functie de nivelul de diluare a probei.

Controlul endogen
Pentru a confirma extragerea unui sablon biologic valid, este inclus un mix de primer
si sonda pentru a detecta o gena endogena. Detectarea controlului endogen se face
prin canalul FAM si, prin urmare, NU este posibild efectuarea unui multiplex cu
primerii de WNV. Un semnal de control endogen slab poate indica faptul ci esantionul
nu a continut suficient material biologic.
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Protocol de omogenizare

Pentru a minimiza riscul de contaminare cu ADN striin, vd recomandadm ca toate
pipetdrile s3 fie efectuate intr-un mediu curat PCR. In mod ideal, acesta ar fi un
laborator PCR desemnat sau un corp PCR. Varfurile cu filtru sunt recomandate pentru
toate etapele de pipetare.

1. Rotiti fiecare eprubeta inir-o centrifuga inainte de deschidere.
Acest lucru va asigura ca mixul liofilizat de primer si sonda se afla la baza eprubetei si
nu se va varsa la deschiderea eprubetei.

2. Omogenizati mixul primer-sonda in apa fara RNaza/DNaza furnizata, conform

tabelului de mai jos:
Pentru a asigura omogenizarea complets, agitati bine fiecare eprubeta.

Componenti - omogenizare in apa Volum

Pachet Pre-PCR

Mix primer-sond3d WNV (MARO) 165 pl
Mix primer-sonda de control intern al extragerii (MARO) 165 pl
Mix primer-sonda de control endogen (MARO) 165 pl

3. Omogenizati sablonul de control intern si sablonul de control pozitiv in solutia
tampon de preparare a sablonului furnizat, conform tabelului de mai jos:
Pentru a asigura omogenizarea complets, agitati bine fiecare eprubeta.

Components - omogenizare in solutia tampon de pregatire a

sablonului
Folie termosigilata Pre-PCR

Control intern al extragerii de ARN (ALBASTRU) 600 pl

Folie termosigilata Post-PCR
Sablon de control pozitiv WNV (ROSU) * 500 pl

* Aceasta componenta contine sablon cu numar mare de copii si reprezintd un risc FOARTE
semnificativ de contaminare. Trebuie deschis si manipulat intr-un mediu de laborator
separat, departe de celelalte componente.

Extragerea ARN-ului

Controlul intern al extragerii ARN-ului poate fi adaugat fie la solutia tampon de
lizd/extragere a ARN-ului, fie la esantionul de ARN odats ce a fost omogenizat in
solutia tampon de liza.

NU adiugati controlul intern al extragerii ARN-ului direct la esantionul biologic
neprocesat, deoarece acesta va duce la degradare si o pierdere a semnalului.

1. Adaugati 4 pl din Controlul intern al extragerii de ARN (ALBASTRU) la fiecare solutie
tampon de liza/exiragere a ARN-ului pentru fiecare esantion.

2. Finalizati extragerea ARN-ului conform cu protocoalele producatorilor.
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Protocol de detectare RT-qPCR OneStep

Pentru sensibilitate si perfformante optime.
Toate etapele de pipetare si de pregatire a placilor experimentale trebuie efectuate pe
gheati. Dupad ce se realizeazi turnarea pe placa, treceti imediat la protocolul de
amplificare OneStep. Incubarea prelungitd a amestecurilor de reactie la temperatura
camerei poate duce la aparitia unor artefacte PCR ce reduc sensibilitatea detectiei.

1.

Pentru fiecare esantion de ARN pregatiti un amestec de reactie conform
tabelului de mai jos: Includeti suficiente reactii pentru controale pozitive
si negative.

Componenta Volum

oasig OneStep sau PrecisionPLUS OneStep 2X RT-gPCR Master Mix 10 pl
Mix primer-sondd WNV (MARO) 1 ul
Mix primer-sonda de control intern al extragerii (MARO) 1 ul
Apa fara RNaza/DNaza (ALB) 3 ul
Volum final 15 pl
2. Pentru fiecare esantion de ARN pregatiti o reactie de control endogena conform
tabelului de mai jos (optional):
Aceasts reactie de control va oferi informatii vitale cu privire la calitatea
esantionului biologic.
oasig OneStep sau PrecisionPLUS OneStep 2X RT-gPCR Master Mix 10 pl
Mix primer-sondi de control endogen (MARO) 1 pl
Ap3 fara RNaza/DNaza (ALB) 4 pl
Volum final 15 ul
3. Se pipeteaza 15 pl din aceste amestecuri in godeuri individuale in conformitate cu
configurarea placii experimentale qPCR.
4. Se pipeteaza 5 ul de sablon ARN in fiecare godeu, conform placii experimentale
configurate.
Pentru godeurile de control negativ, utilizati 5 pl de apa fara RNaza/DNaza. Volumul
final in fiecare godeu este de 20 pl.
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5. Daca este inclusa o curba standard pentru analiza cantitativa, pregatiti un
amestec de reactie conform tabelului de mai jos:

oasig OneStep sau PrecisionPLUS OneStep 2X RT-gPCR Master Mix 10 pl
Mix primer-sonda WNV (MARO) 1 pl
Apa fara RNazi/DNaza (ALB) 4 pl
Volum final 15 pl

6. Pregatirea seriei de dilutii cu curbe standard.

1) Se pipeteaza 90 pl de solutie tampon pentru prepararea sablonului in 5 eprubete si se
eticheteaza 2-6

2) Se pipeteaza 10 pl din Sablonul de control pozitiv (ROSU) in eprubeta 2

3) Agitati bine

4) Schimbati varful pipetei si se pipeteaza 10 pl din eprubeta 2 in eprubeta 3

5) Agitati bine

Repetati pasii 4 si 5 pentru a finaliza seria de dilutii

Eprubeta 1 Control pozitiv (ROSU) 2 X 10 pe pl
Eprubeta 2 2 x 10-pe pl
Eprubeta 3 2 x 10 pe pl
Eprubeta 4 2 X 10:pe pl
Eprubeta 5 20 pe pl
Eprubeta 6 2 pe pl

7. Se pipeteaza 5 ul de sablon standard in fiecare godeu pentru curba standard

conform placii configurate de dumneavoastra
Volumul final in fiecare godeu este de 20 pl.

Protocol de amplificare RT-gPCR OneStep

Conditii de amplificare folosind oasig OneStep sau PrecisionPLUS OneStep 2X RT-qPCR

Master Mix.
Etapa Durata Temp
Transcriere inversa 10 min 55.C
Activare enzime 2 min 95 .C

Denaturare 10 s 95 .C

COLECTAREA DATELOR * 60 s 60 .C
* Datele fluorogene vor fi colectate pe durata acestei etape prin canalele FAM si VIC
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Interpretarea rezultatelor

. Control
Tint3 ” Control Control
(FAM) K}}gn pozitiv negativ el el
REZULTAT CANTITATIV POZITIV
<30 +/- + B calculati numar exemplar
REZULTAT CANTITATIV POZITIV
>30 + + B calculati numar exemplar
REZULTAT CALITATIV POZITIV
> 30 - + - nu raportati numarul de
exemplare, deoarece acest lucru se
poate datora extragerii deficitare a
esantionului
- + + - REZULTAT NEGATIV
EXPERIMENT ESUAT
+/- +/- + <35 din cauza contaminarii testului
+/- +/- + > 35 *
- - + - PREGATIREA ESANTIONULUI A ESUAT
+/- +/- - +/- EXPERIMENT ESUAT

Sablonul de control pozitiv (ROSU) este de asteptat sa se amplifice intre Cq 16 si
23. Nerespectarea acestui criteriu de control al calitatii este un indiciu puternic ca

experimentul a fost compromis.

*Acolo unde esantionul de testat este pozitiv si controlul negativ este pozitiv cu
un Cq > 35, esantionul trebuie reinterpretat pe baza puterii relative a semnalului

celor douj rezultate:

ESANTION

ACq>5

Control
negativ

Proba

NECONCLUDE

ACQq<5

Control
negativ

Prob3

Daci esantionul se amplifics > 5 Cq
mai devreme decat controlul negativ,
atunci esantionul trebuie reinterpretat
(prin tabelul de mai sus) cu controlul
negativ verificat ca negativ.

Daci esantionul se amplificd cu < 5
Cqg mai devreme decat controlul
negativ, atunci rezultatul pozitiv al
esantionului este invalidat si
rezultatul ar trebui s3 fie determinat
neconcludent din cauza contaminarii
testului. Se va repeta testul pe acest
esantion.
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Control intern PCR
Valoarea Cq obtinutd cu ajutorul controlului intern va varia semnificativ in functie de
eficienta extragerii, cantitatea de ARN adiugatd la reactia RT si PCR si setarile
individuale ale aparatului. Valorile Cq de 28+3 sunt in limitele normale. Cand se
amplifica un esantion de WNV cu un numir mare de exemplare ale genomului,
controlul intern al extragerii poate sa nu producid o diagrama de amplificare. Acest
lucru nu invalideaza testul si ar trebui interpretat ca un rezultat experimental pozitiv.

Controlul endogen
Semnalul obtinut de la setul de primer si sonda de control endogen va varia in functie
de cantitatea de material biologic prezenta intr-un esantion dat. Un semnal precoce
indicd prezenta unui randament bun de material biologic. Un semnal tardiv sugereaza
ca este prezent putin material biologic in esantion.

Subsemnata, BROWN ROXANA-VALENTINA, traducator autorizat pentru limba engleza, in temeiul
autorizatiei nr. 31054/2011, eliberata de Ministerul Justitiei, certific exactitatea traducerii efectuate din limba engleza

in limba romana, ca textul prezentat a fost tradus in intregime si ca, prin traducere, inscrisului nu i-au fost denaturate
continutul si sensul.
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