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MENU PRINT
English version

RealPCR* ASFV DNA Test

For veterinary use only

Name and Intended Use

The RealPCR ASFV DNA Test is used for the detection of African swine fever virus (ASFV) DNA extracted
from serum, plasma, EDTA-blood, oral fluids, tissue (lung, spleen, kidney, bone marrow, lymph nodes and
tonsils) and swab samples from swine, including wild boars. Samples can be tested in pools of up to 20.
Pools containing a single weak sample (for example, Ct > 32) may yield a negative result due to the
dilution effect of pooling.

General Information

African swine fever virus is the causative agent of haemorrhagic African swine fever. ASFV is a highly
contagious agent, that with subclinical symptoms can persistently infect warthogs, bushpigs as well as
Onrithodoros soft ticks. As a reportable disease to the World Health Organization for Animal Health (OIE),
ASFV has a high morbidity and mortality in domestic swine. Controlling ASFV outbreaks relies heavily on
early detection of the virus. The RealPCR ASFV DNA Test provides a highly sensitive and specific means
to detect viral DNA.

The IDEXX RealPCR system is a modular format in which disease-specific target mixes are paired with
a standardized DNA or RNA master mix and a single pooled positive control. Reagents are individually
packaged and sold separately to allow for flexible reagent handling.

The RealPCR ASFV DNA Mix (ASFV DNA Mix) contains primers and probes for the detection of ASFV DNA
when amplified with RealPCR DNA Master Mix (DNA MMx). The internal control for the test is based on

the detection of a genomic DNA sequence in the sample that is conserved in swine. This genomic target

is referred to as the internal sample control (ISC) in this protocol. Detection of endogenous DNA in the test
sample controls for sample addition, extraction and amplification. Primers and probe for detection of the
internal sample control are included in the ASFV DNA Mix. An optional internal positive control, the RealPCR
Internal Positive Control (IPC = v1.2), is also available and should be used when endogenous host DNA is
at low levels or unlikely to be present after extraction (such as feed samples). The IPC contains a synthetic
version of the swine ISC DNA target and is therefore compatible with the ASFV DNA Mix. Refer to the
RealPCR Internal Positive Control (REF] 99-56330) product insert for guidance.
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Materials and Storage

Quantity Storage
Identification/ Cap color Freeze/Thaw
General Information 100 tests At receipt recoﬁ;tt?tijtion cycles
RealPCR ASFV DNA Mix . .
(ASFV DNA Mix), dried Green 1x1.0mL -251t0 8°C -25t0-15°C <6
99-56020

Reconstitute to 1 mL in PCR Grade Water. Store the ASFV DNA Mix in the dark. The expiration date on the vial
is valid for either the dry or reconstituted form. The ASFV DNA Mix tube label indicates the PC version that is

compatible with that target mix. For example, PC > v1.4 means the target mix can be used with PC versions

greater or equal to 1.4.

RealPCR DNA Master Mix -2510-15°C
(DNA MMx) Purple 1x1.0mL N/A <6

(Long-term)
99-56250

Concentrated master mix that includes hot-start polymerase for use with DNA target mixes in the IDEXX RealPCR
system. The DNA MMx is more viscous than most master mixes— see the Test Procedure section for handling
recommendations. A reference dye (ROX) has been added for normalizing volume inaccuracies. Protect the

DNA MMx from light.

RealPCR Positive Control,
dried (PC)

99-56310

Reconstitute to 500 L in PCR Grade Water. The PC contains all IDEXX RealPCR and ISC targets (including
the target for ASFV) and is intended for use with all IDEXX RealPCR target mixes. The expiration date on the
vial is valid for either the dry or reconstituted form. The PC has a version number (such as v1.3). When new
target mixes are developed for the RealPCR product line, the target sequences are added to the PC and the
PC version number increases (for example, v1.3 would be updated to v1.4).

Blue 1x500 uL -25t08°C  -25t0-15°C <6

The PC includes the IDEXX Signature (a unique oligonucleotide sequence). Presence of the IDEXX Signature,
in the work environment, indicates PC contamination. For laboratories that want to monitor for PC contamination,
the IDEXX Signature can be detected using the RealPCR PC Tracker DNA Mix and RealPCR DNA MMXx.

RealPCR PCR Grade Water Clear 2x1.0mL -2510 8°C N/A
99-56350

PCR Grade Water has been qualified for reverse transcription-PCR (RT-PCR) use. It is used for the reconstitution
of RealPCR reagents. It is also used as the PCR negative control for each test run. Do not transfer PCR Grade
Water vials between PCR work areas. Separate vials of water are needed for each area to avoid contamination risk.

Note: See table at the end of the insert for a description of symbols used on the insert and labels.
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Materials Required but Not Provided

Commercial DNA extraction kit

Optional—Centrifuge with a rotor and adapters for multi-well plates

Micro-centrifuge for 2 mL microtubes capable of reaching 1500 — 3000 x g

Appropriate personal protective equipment (e.g., gloves, lab coat)

Nuclease-free, aerosol-resistant pipette tips

Sterile microtubes for preparation of PCR Mix

Pipettes (5-1000 uL); dedicated pipettes for preparation of PCR Mix

96- or 384-well format PCR plates and optical adhesive film/plate covers

Real-time PCR instrument

(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard and Fast Mode),
Applied Biosystems® ViiA™ 7, Applied Biosystems QuantStudio 5, Agilent Mx3000P ™,

Agilent Mx3005P ™, Agilent AriaMx, Bio-Rad CFX96 Touch™, Bio Molecular Systems Mic gPCR Cycler,
QIAGEN Rotor-Gene (72-Well Rotor only), Roche LightCycler® 480 or equivalent).

Note- the Roche LC480 instrument requires additional calibration and software settings.

IDEXX Technical Service can provide guidance for use of the instruments mentioned

above with RealPCR reagents.

Laboratory Practices and Warnings

Do not use reagents past expiration date.
The entire procedure must be performed under nuclease-free conditions.
Wear powder-free gloves when working with the reagents and nucleic acids.

To avoid cross-contamination, use nuclease-free, aerosol-resistant pipette tips for all pipetting,
and physically separate the workplaces for nucleic acid extraction/handling, PCR setup and PCR.

Reconstitution of Dried Components

Reconstitute the ASFV DNA Mix and Positive Control by pipetting PCR Grade Water to the volume indicated
on the component label. Allow to sit at 18 to 26°C for at least 10 minutes; mix and microcentrifuge briefly
prior to use. Once the ASFV DNA Mix and the Positive Control are reconstituted, aliquot as appropriate

and store the solutions frozen. When handling frozen components, thaw at 18 to 26°C for approximately
15 to 30 minutes, mix gently and then microcentrifuge briefly (~1,500 — 3,000 x g).

DNA Extraction

The ASFV DNA Mix has been validated using the commercial extraction methods listed below.
Other extraction or lysis methods may also be used once validated by the laboratory.

RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

Store the purified DNA at <—15°C if testing is not performed immediately after DNA extraction.
It is recommended that a negative extraction control (mock sample) is included as a sample.
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Test Procedure

1

Preparation of the PCR Mix.

« Mix the thawed DNA MMXx by inversion or gentle vortex.

* The DNA MMx is a viscous solution; always pipette it slowly.

« To prepare the PCR Mix add 10 uL ASFV DNA Mix and 10 L DNA MMx for each reaction.

« When preparing the PCR Mix, first pipette ASFV DNA Mix into the tube and then add the DNA MNix.
Pipette up and down a few times to rinse the MMx pipette tip.

 Gently vortex the solution to ensure the components are mixed well.

< Pipette the PCR Mix slowly into the PCR plate.

The PCR Mix can be stored at 2 to 8°C for up to 24 hrs or —25 to —15°C for up to 2 weeks.
Protect from light.

Pipette 20 L of the PCR Mix into the required wells of the multiwell plate.

Add 5 uL of sample DNA to each well. The final reaction volume is 25 uL.

Include the Positive Control (5 uL) and PCR negative control (5 uL PCR Grade Water) for each test run.

Cover the plate and briefly spin the plate, if necessary, to settle contents and remove air bubbles.

Set up thermal cycler with IDEXX RealPCR Standard DNA/RNA Cycling Program.

Settings for Reporter and Quencher

Target Reporter Quencher
™ BHQ®
ASFV FAM (none)
Internal Control ™ BHQ
(ISC/IPC) HEX™ (VIC) (none)
Passive Reference ROX™ N/A
RealPCR* Standard DNA/RNA Cycling Program
Temperature Time Cycles
Reverse transcription (RT) 50°C 15 min. 1
Denaturation 95°C 1 min. 1
95°C 15 sec.
Amplification** 45
60°C 30 sec.

**Ensure the instrument is set to record fluorescence following the 60°C amplification step.

Note- for DNA targets, the cycling protocol can be run without the RNA "RT" step. However it is recommended
that the "RT" step is used routinely so that RNA tests can easily be incorporated into the work-flow.
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7 Analyze data

When setting up the instrument software, assign a unique identifier to each target and internal control. For example,

when target A and B are on the same plate, the A wells must be analyzed independently from the B wells. Refer to

specific instrument's user manual for guidance on how to analyze data. To set the threshold, use the Auto Ct setting.

 Agilent Mx3000P and Mx3005P- ensure the background-based threshold fluorescence method is being used
for analysis.

» QIAGEN Rotor-Gene instrument— manually adjust the threshold line above background in the linear phase of
exponential amplification. This is best done on log view plots and should be repeated for each reporter in the

target mix.

Applied Biosystems instruments— In certain situations the auto threshold setting does not produce satisfactory

results. In these situations, a manual adjustment of the threshold is necessary to determine Ct values. This is

best done on log view plots and should be repeated for each reporter in the target mix.

Validity Criteria

FAM Ct value  HEX (VIC) Ct value

Positive Control <38 <38

PCR Negative Control No Signal No Signal

8 |Interpretation of results

Sample Result FAM Signal ~ HEX (VIC) Signal Other characteristics

A positive Ct value and characteristic amplification
curve in comparison to the PCR negative control.
ASFV DNA

Yes Yes/No An internal control amplification curve in the
detected HEX (VIC) channel is expected; some strong
ASFV-positive DNA samples may result in a

negative internal control result.t

ASFV DNA No Yes Amplification curve in the HEX (VIC)
not detected internal control channel.
Invalid: No No Absence of an amplification curve in the FAM and

HEX (VIC) channels indicates an invalid result.

The target mix is optimized for the detection of ASFV DNA; a strong positive DNA sample may out compete the
detection of the internal control.

*An invalid sample can be an indication of failed sample addition, extraction and/or PCR. It is recommended that

the DNA be diluted five-fold into PCR grade water and retested; include the undiluted DNA as a sample. If the test
is still not valid a new extraction is recommended.
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For technical assistance:

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

IDEXX Europe Tel: +800 727 43399

Contact your IDEXX area manager or distributor or visit our website: idexx.com/contactipd

*IDEXX, RealPCR and Test With Confidence are trademarks or registered trademarks of IDEXX Laboratories
or its affiliates in the United States and/or other countries. All other product and company names and logos
are trademarks of their respective holders.

Dye compounds in this product are sold under license from Biosearch Technologies, Inc. and protected
by U.S. and world-wide patents either issued or in application. The license covers veterinary applications.
Not for human IVD use.

Patent information: idexx.com/patents
©2022 IDEXX Laboratories, Inc. All rights reserved.
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MENU IMPRIMER
Version frangaise

RealPCR* ASFV DNA Test

Réservé a l'usage vétérinaire

Nom et utilisation prévue

Le RealPCR ASFV DNA Test est utilisé pour la détection de I’ADN du virus de la peste porcine africaine
(African Swine Fever Virus, ASFV) dans le sérum, le plasma, le sang (EDTA), les fluides oraux, les tissus
(poumons, rate, reins, moelle osseuse, ganglions lymphatiques et amygdales) et les écouvillons provenant
de porcs, y compris les sangliers. Les échantillons peuvent étre analysés en mélanges de maximum 20
échantillons individuels. Les mélanges contenant un échantillon faiblement positive (par exemple Ct > 32)
peuvent donner un résultat négatif di a I'effet de dilution dans le mélange.

Informations générales

Le virus de la peste porcine africaine est I'agent causal de la peste porcine africaine hémorragique. L'ASFV
est un agent trés contagieux qui, méme avec des symptomes subcliniques, peut occasionner une infection
persistante chez le phacochere, le potamochére ainsi que la tigue molle Ornithodoros. Maladie a déclaration
obligatoire auprés de I'Organisation Mondiale de la Santé Animale (OIE), 'ASFV est une cause de morbidité
et de mortalité élevées chez le porc domestique. Le contréle des épidémies d'ASFV repose en grande partie
sur une détection précoce du virus. Le RealPCR ASFV DNA Testoffre un moyen tres sensible et spécifique
pour détecter I’ADN viral.

Le systeme IDEXX RealPCR a un format modulaire dans lequel chaque mix maladie/cible spécifique
est associé au master mix DNA ou RNA et au controle positif commun. Les réactifs sont conditionnés
individuellement et vendus séparément pour une gestion flexible des réactifs.

Le RealPCR ASFV DNA Mix (ASFV DNA Mix) contient les amorces et les sondes pour la détection de

I'ADN de ASFV amplifié avec le RealPCR DNA Master Mix (DNA MMx). Le contréle interne du test, appelé
Internal Sample Control (ISC), est basé sur la détection d'une séquence d'ADN génomique, conservée dans
les échantillons porcins. La détection de cet ADN endogéne contréle I'ajout, I'extraction et 'amplification

de I'échantillon. Les amorces et sonde de ISC sont incluses dans le ASFV DNA Mix. Un controle positif
interne exogene facultatif, le RealPCR Internal Positive Control (IPC > v1.2), est également disponible

et doit étre utilisé lorsque I'ADN hote endogéne est a des niveaux faibles ou est peu susceptible d'étre
présent aprés l'extraction (échantillons d'aliments pour animaux par exemple). L'IPC contient une version
synthétique de I'ADN cible porcin correspondant a ISC et est donc compatible avec le ASFV DNA Mix.
Consulter le mode d'emploi du RealPCR Internal Positive Control (REF1 99-56330) pour plus d'information.
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Matériel et conservation

Quantité Conservation
» Identification/ ! Ct?ulelrj]r du A i ngsgigt%% /
nformations générales ouchon pres A Alati
100tests | reception | reconstitution | decongélationl
RealPGR ASFY DNA Mix Vet 1x10m 2528 -25a-15C <6

(ASFV DNA Mix), déshydraté
99-56020

A reconstituer avec 1 ml d'eau de qualité PCR. Conserver le ASFV DNA Mix a I'abri de la lumiére. La date
d’expiration mentionnée sur I'étiquette du flacon est valable aussi bien pour la forme « déshydratée » que
« reconstituée ». La version du Positive Control (PC) qui est compatible avec ce mix cible est également
indiquée sur I'étiquette. Par exemple, PC > 1.4 signifie que le mix cible peut étre utilisé avec toute version
de PC dont la version est supérieure ou égale a 1.4.

RealPCR DNA Master Mix ) -25a-15°C
(DNA MMx) Violet 1x1,0ml NA <6

(long terme)
99-56250

Master Mix concentré incluant et la polymérase a activer par la chaleur pour une utilisation avec les DNA
mixes cibles du systéme IDEXX RealPCR. Le DNA MMx est plus visqueux que la plupart des master mixes.
Voir la section Mode opératoire pour consulter les recommandations relatives a la manipulation. Un fluorophore
de référence (ROX) a été ajouté afin de normaliser les imprécisions en terme de volume. Protéger le DNA MIMx
de la lumigre.

RealPCR Positive Control (PC),
déshydraté

99-56310

A reconstituer avec 500 ul d'eau de qualité PCR. Le PC contient toutes les cibles IDEXX RealPCR et ISC

(y compris les cibles pour ASFV) et est destiné a étre utilisé avec tous les mixes cibles IDEXX RealPCR.

La date d’expiration mentionnée sur I'étiquette du flacon est valable aussi bien pour la forme « déshydratée »
que « reconstituée ». Le PC porte un numéro de version ("v1.3" par exemple). Lorsque de nouveaux mixes
cibles RealPCR sont développés, les nouvelles séquences cibles sont ajoutées au PC et le numéro de version
de celui-ci est incrémenté (par exemple "v1.3" sera mis a jour et deviendra "v1.4").

Bleu 1x500ul  -2528°C -25a-15°C <6

Le controle positif (PC) contient la séquence IDEXX Signature (séquence d'oligonucléotide unique). La présence
de la séquence IDEXX Signature dans I'environnement de travail indique une contamination par le controle positif
(PC). Les laboratoires souhaitant surveiller la contamination par le controle positif (PC) peuvent détecter la
séquence IDEXX Signature en utilisant le mix cible RealPCR PC Tracker DNA Mix et le RealPCR DNA MIMx.

RealPCR PCR Grade Water Translucide 2x1,0ml -2528°C NA

99-56350

L'eau de qualité PCR est qualifiée pour étre utilisée pour la transcription-PCR inverse (RT-PCR). Elle est utilisée
pour la reconstitution des réactifs RealPCR. Elle est également utilisée en tant que Controle Négatif PCR pour
chaque run. Ne pas déplacer les tubes d’eau PCR entre les espaces de travail PCR. La séparation des tubes
d’eau est nécessaire afin d’éviter les risques de contamination.

Remarque: voir le tableau a la fin du mode d’emploi pour la description des symboles utilisés dans ce mode
d’emploi et sur les étiquettes.
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Matériel nécessaire mais non fourni

 Kit commercial d’extraction de I'’ADN

« Facultatif: centrifugeuse avec un rotor et des adaptateurs pour les plaques multipuits

* Microcentrifugeuse pour les microtubes de 2 ml (capacité: 1500 — 3000 x g)

« Equipement de protection individuel adéquat (ex: gants, blouse de laboratoire)

» Embouts de pipettes nuclease-free avec filtre anti-aérosols

¢ Microtubes stériles pour la préparation du mélange PCR

* Pipettes (5 a 1 000 ul) dédiées a la préparation du mélange PCR

¢ Plagues PCR de 96 ou 384 puits et film adhésif optique/couvercles de plaque

¢ Thermocyleur PCR en temps réel
(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard et Fast Mode),
Applied Biosystems® ViiA™ 7, Applied Biosystems QuantStudio 5, Agilent Mx3000P ™,
Agilent Mx3005P ™, Agilent AriaMx, Bio-Rad CFX96 Touch™, Bio Molecular Systems Mic gPCR Cycler,
QIAGEN Rotor-Gene (Rotor 72 puits uniquement), Roche LightCycler® 480 ou équivalent).
Remarque: le thermocycleur Roche LC480 et son logiciel requiérent des paramétrages
complémentaires. Le Service Technique IDEXX peut fournir 'assistance nécessaire pour
['utilisation des instruments mentionnés ci-dessus avec les réactifs IDEXX RealPCR.

Pratiques de laboratoires et avertissements

 Ne pas utiliser les réactifs aprés la date d’expiration.

» La procédure compléte doit étre réalisée dans des conditions "nuclease-free".

» Porter des gants sans poudre lors de la manipulation des réactifs et des acides nucléiques.

« Pour éviter toute contamination croisée, utiliser des embouts de pipette nuclease-free avec filtre

anti-aérosols pour tout pipetage. Séparer physiquement les espaces de travail pour I'extraction
et la manipulation des acides nucléiques ainsi que pour la préparation et la réalisation du test PCR.

Reconstitution des composants déshydratés

Reconstituer le ASFV DNA Mix et le PC avec I'eau de qualité PCR au volume indiqué sur I'étiquette du
composant. Laisser reposer a une température de 18 a 26°C pendant au moins 10 minutes; mélanger
et passer briévement a la microcentrifugeuse avant utilisation. Lorsque le ASFV DNA Mix et le PC sont
reconstitués, aliquoter et congeler les solutions si besoin. Pour les composants congelés, décongeler a
une température de 18 a 26°C pendant environ 15 a 30 minutes et mélanger délicatement, puis passer
brievement a la microcentrifugeuse (~1 500 — 3 000 x g).

Extraction de I'ADN

Le ASFV DNA Mix a été validé a I'aide des méthodes d’extraction commerciales indiquées ci-dessous.
D’autres méthodes d’extraction ou procédures de lyse peuvent étre utilisées dans la mesure ou elles
sont validées par le laboratoire.

RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

Conserver I’ADN purifié a une température inférieure 8 <-15°C si le test n’est pas effectué immédiatement
aprés extraction. Il est recommandé qu’un contréle négatif d’extraction (échantillon blanc) soit inclus
comme échantillon.
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Mode opératoire

1 Préparation du mélange PCR.

* Meélanger le DNA MMx décongelé par inversions répétées ou en l'agitant délicatement.

« Le DNA MMx est une solution visqueuse; toujours la prélever lentement.

 Pipetter 10 ul de ASFV DNA Mix et 10 ul de DNA MMXx pour chaque réaction.

« Lors de la préparation du mélange PCR, ajouter d'abord du ASFV DNA Mix dans le tube, puis ajouter
le DNA MMx. Rincer plusieurs fois la pointe de la pipette du MMx par aspiration-refoulement.

« Retourner ou remuer délicatement la solution pour vérifier que les composants sont bien mélangés.

« Distribuer le mélange PCR lentement dans la plaque PCR.

Le mélange PCR peut étre conservé entre 2 a 8°C jusqu'a 24 heures ou entre —25 a —15°C jusqu'a 2 semaines.
Protéger de la lumiére.

2 Distribuer 20 ul de mélange PCR dans les puits requis de la plague multipuits.

3 Distribuer 5 ul d’échantillon d’ADN par puits. Le volume final de la réaction est de 25 pl.

4 Distribuer 5 ul de PC et 5 ul de Contréle Négatif PCR (eau de qualité PCR) pour chaque run.

5 Couvrir la plague et la centrifuger briévement si nécessaire pour éliminer les bulles d’air.

6 Programmer le thermocycleur a I'aide des paramétres standards IDEXX RealPCR DNA/RNA.

Parameétres pour le Reporter (marqueur) et le Quencher (extincteur)

Cible Reporter Quencher
™ BHQ®
ASFV FAM dilcin)
Controle Interne ™ BHQ
(ISC/IPC) HEX™ (VIC) (aucun)
Référence passive ROX™ NA

Programme standard des cycles de températures pour les réactifs IDEXX RealPCR DNA/RNA

Température Durée Cycles
Transcription inverse (RT) 50°C 15 min. 1
Dénaturation 95°C 1 min. 1
95°C 15s.
Amplification** 45
60°C 30s.

**\/érifier que I'appareil est paramétré pour enregistrer la fluorescence apres I'étape d’amplification a 60°C.

Remarque: Il est recommandé d'exécuter systématiquement I'intégralité du programme d'amplification quelque soit
la nature de la cible, ADN ou ARN. Cependant, il est possible de s'affranchir de I'étape "RT" pour les cibles ADN.
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7 Analyser lgs données.

Lors du paramétrage du logiciel du thermocycleur, attribuer un identifiant unique a chaque cible ainsi qu'au controle

interne. Par exemple, si les cibles A et B sont testées sur une méme plaque, les puits A doivent étre analysés

séparément des puits B. Se reporter au manuel de I'utilisateur du thermocycleur sur la fagon d’analyser les

données. Utiliser la fonction "Auto Ct" pour déterminer la valeur seuil.

 Sur les thermocycleurs Agilent modeles MX 3000P et MX3005P, selectionner la fonction "background-based
threshold" pour l'analyse des résultats.

 Pour le thermocycleur QIAGEN Rotor-Gene, ajuster manuellement le seuil au-dessus du bruit de fond dans
la phase linéaire de I'amplification exponentielle. Il est préférable de le faire sur des courbes avec affichage
logarithmique, et cet ajustement est requis pour chacun des « reporter » du mix cible.

 Pour les thermocycleurs Applied Biosytems: dans certains cas, l'ajustement automatique du seuil ne permet
pas d'obtenir des résultats satisfaisants. Un ajustement manuel du seuil est alors nécessaire pour déterminer
les valeurs de Ct. Il est préférable de le faire sur des courbes avec affichage logarithmique, et cet ajustement
est requis pour chacun des « reporter » du mix cible.

Criteres de validité

Valeur de Ct  Valeur de Ct
FAM HEX (VIC)
Controle Positif <38 <38
Controle Négatif PCR  Aucun signal  Aucun signal
8 |Interprétation des résultats
Résultat de Signal Signal
I'échantillon FAM HEX (VIC Autres caractéristiques
Une valeur de Ct positive et une courbe d'amplification
caractéristique par rapport au Controle Négatif PCR.
ADN ASFV oui Oui/Non  Une courbe d’amplification pour le controle interne dans
détecté le canal HEX (VIC) est attendue. Cependant, certains
échantillons d'ADN fortement positifs au ASFV peuvent
donner lieu a un résultat contréle interne négatif.t
ADN ASFV Vi oui Courbe d’amplification dans le canal HEX (VIC) pour le
non-détecté controle interne.
Non valide* Non Non L'absence de courbe d'amplification dans les canaux

FAM et HEX(VIC) indique un résultat non-valide.

Le mix cible spécifique est optimisé pour la détection de 'ADN de ASFV; un échantillon d'ADN fortement positif peut
empécher la détection du contréle interne.

*Un résultat non valide peut indiquer un probleme lors de I'ajout de I'échantillon, de I'extraction et/ou pendant la PCR.
II'est recommandé de diluer 'ADN au 1/5 avec de I'eau de qualité PCR avant de refaire le test et d'inclure I'ADN non-
dilué comme échantillon distinct. Si le résultat du test est toujours invalide, procéder a une nouvelle extraction.
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Pour l'assistance technique:

IDEXX E.-U. Tél.: +1 800 548 9997 ou +1 207 556 4895

IDEXX Europe Tél.: +800 727 43399

Contacter votre responsable de secteur IDEXX, votre distributeur ou
visiter notre site web: idexx.com/contactipd

*IDEXX, RealPCR et Test With Confidence sont des marques commerciales ou des marques déposées
d’IDEXX Laboratories ou de ses filiales aux Etats-Unis et/ou dans d’autres pays. Tous les autres logos,
noms de produits et de sociétés sont des marques de leur détenteur respectif.

Les composants fluorophores dans ce produit sont commercialisés sous licence de Biosearch
Technologies, Inc. et protégés par les brevets américains et internationaux émis ou en application.
Loctroi de licence couvre les applications vétérinaires. Ne s'applique pas aux utilisations dans le
domaine IVD humain.

Informations sur les brevets: idexx.com/patents
©2022 IDEXX Laboratories, Inc. Tous droits réservés.
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RealPCR* ASFV DNA Test

Para uso exclusivamente veterinario

Nome e uso pretendido

0 RealPCR ASFV DNA Test € usado para a deteccao de DNA do virus da peste suina africana (ASFV)
extraido do soro, plasma, sangue EDTA, fluidos orais, tecidos (pulmdo, bago, rim, medula 6ssea,
linfonodos e amigdalas) e swabs de amostras dos suinos, incluindo javalis. As amostras podem ser
testadas em pools de até 20. Pools contendo uma Gnica amostra fraca (por exemplo, Ct > 32) podem
produzir um resultado negativo devido ao efeito de diluicao do agrupamento.

Informacdes gerais

0 virus da peste suina africana é o agente causador da febre hemorragica da peste suina africana.

0 ASFV é um agente altamente contagioso, que com sintomas subclinicos pode infectar persistentemente
javalis, porcos do mato, bem como carrapatos moles Onrithodoros. Como é uma doenga de notificagéo
a Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE), o ASFV tem uma alta taxa de morbidade e mortalidade em
suinos domésticos. O controle de surtos de ASFV baseia-se fortemente na detecgao precoce do virus.

0 RealPCR ASFV DNA Test fornece um meio altamente sensivel e especifico para detectar o DNA viral.

0 sistema IDEXX RealPCR possui um formato modular especifico por enfermidades onde as misturas
dos alvos sao emparelhados com um DNA padronizado ou mistura principal de RNA e um Gnico pool de
controle positivo. Os reagentes sao embalados e vendidos separadamente para permitir a manipulagao
do reagente de forma flexivel e individualmente.

0 RealPCR ASFV DNA Mix (ASFV DNA Mix) contém primers e sondas para deteccdo do DNA do ASFV
apos amplificagdo com o RealPCR DNA Master Mix (DNA MMx). O controle interno do teste é baseado
na deteccao da sequencia gendmica do DNA de amostra de suinos conservadas. O alvo gendmico neste
protocolo se refere ao controle interno positivo (ISC). A Detecgao do DNA enddgeno se dé no controle
das amostras adicionadas, extraidas e amplificadas. Os primers e a sonda para a detec¢ao do controle
interno da amostra estao incluidos no ASFV DNA Mix. Um controle positivo interno opcional, o RealPCR
Internal Positive Control (IPC = v1.2), também estd disponivel e deve ser utilizado quando o DNA do
hospedeiro enddgeno estd em niveis baixos ou sua probabilidade de estar presente ap0s a extragao

é pequena (como amostras de racao). O IPC contém uma versao sintética do ISC DNA de suinos,
compativel com o ASFV DNA Mix. Consulte o folheto informativo do RealPCR Internal Positve Control
para (REF 99-56330) orientagao.
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Materiais e armazenamento

o Quantidade Armazenamento Ciclos de
| fIdentmcage'lo/ Cor da T - congelamento/
nformacdes gerais tampa 0 pos a
¢ 100testes | rocohimento | reconstituigao | descongelamento
RealPGRASEVONAMIX ' verde  1x1,0m 2528 25215 <6

(ASFV DNA Mix), liofilizado
99-56020

Reconstituir com 1 ml de 4gua grau PCR. Guarde o ASFV DNA Mix no escuro. A data de validade no frasco &
vélido tanto para a forma liofilizada ou reconstituida. A etiqueta do tubo de ASFV DNA Mix indica a versao PC que
¢ compativel com o mix de alvo. Por exemplo, PC > v1.4 significa que a mix de alvo pode ser utilizada com as
versdes maiores do que 1.4.

RealPCR DNA Master Mix —252-15°C
(DNA MMx) Roxo 1x1,0ml (em longo prazo)

99-56250

0 concentrado master mix inclui polimerase hot-start para uso com o mixes de alvos do IDEXX RealPCR System.
0 DNA MMx é mais viscoso que a maioria dos master mix— consulte a se¢@o Procedimento de teste para conhecer
as recomendagdes de manuseio. Um corante de referéncia (ROX) foi adicionado para normalizar imprecisées de
volume. Proteja 0 DNA MMx da luz.

N/A <6

RealPCR Positive Control,
liofilizado (PC)

99-56310

Reconstituir com 500 ul em agua grau PCR. O PC contém todos os alvos da IDEXX RealPCR e ISC (incluindo os
alvos para ASFV) e é previsto para ser usado com todos os testes IDEXX RealPCR mix de alvo. A data de validade
mostrada no frasco serve para a forma liofilizada ou reconstituida. O PC tem um nimero de versao (tal como
v1.3). Quando novos mixes de alvo sao desenvolvidos para a linha de produtos RealPCR, as sequéncias alvo

sao adicionadas ao PC e o numero da versao PC aumenta (por exemplo, v1.3 seria atualizado para v1.4).

Azul 1x500 pl -25a8°C -25a-15°C <6

0 PC inclui a assinatura IDEXX (uma sequéncia tnica de oligonucleotidios). A presenca da Assinatura IDEXX no
ambiente de trabalho, indica contaminacao pelo PC. Para os laboratorios que desejam monitorar a contaminacao
pelo PC, a Assinatura IDEXX pode ser detectada usando o RealPCR PC Tracker DNA Mix e o RealPCR DNA MIMx.

RealPCR PCR Grade Water transparente 2 x 1,0 ml -25a8°C N/A
99-56350

A agua de grau PCR é a qualificada para o uso com o PCR por transcriptase reversa (RT-PCR). Ela é usada para
reconstituir os reagentes do RealPCR. Também é usada como controle negativo de PCR para cada teste realizado.
Nao transfira frascos de agua de qualidade para PCR entre areas de trabalho de PCR. Sao necessarios frascos de
agua separados para cada area para evitar o risco de contaminagao.

Nota: ver a tabela no final do inserte para uma descrigdo dos simbolos utilizados na inserte e nos rotulos.
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Materiais necessarios, mas nao fornecidos

« Kit comercial de extracao de DNA

* Opcional-Centrifuga com um rotor e adaptadores para placas multipogos

* Microcentrifuga para microtubos de 2 ml com capacidade de 1500 — 3000 x g

 Equipamento de protecao individual adequado (p. ex., luvas, jalecos)

» Ponteiras livres de nuclease e resistentes a aerossois

 Microtubos estéreis para preparagéo do Mix PCR

* Pipetas com volumes de 5-1000 ul; Pipetas dedicadas para preparacao do Mix PCR

¢ Placas de PCR no formato 96 ou 384 e filme 6ptico/tampas de placas

& - Instrumento de PCR em tempo real

(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard e Fast Mode),
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 (apenas rotor de 72 pogos), Roche LightCycler® 480 ou equivalentg).
Nota- o instrumento Roche LC480 requer calibragdo adicional e ajustes no software.
0 suporte técnico da IDEXX poderd fornecer orientacoes para o uso dos instrumentos
mencionados acima com reagentes RealPCR.

Praticas laboratoriais e adverténcias

¢ N&o use os reagentes apds a data de validade.

« Todo o procedimento deve ser realizado sob condigdes isentas de nuclease.

¢ Use luvas sem talco ao trabalhar com os reagentes e acidos nucleicos.

« Para evitar contaminacao cruzada, utilize ponteiras livres de nuclease e resistentes a aerossois

para pipetar e separe fisicamente 0s locais de trabalho para a extragao/manuseio de acido
nucleico, configuracao da PCR e a reagéo de PCR.

Reconstituicao de componentes secos

Reconstitua 0 ASFV DNA Mix e o PC pipetando 4gua de qualidade PCR para o volume indicado
no rotulo do componente. Deixe em repouso entre 18 e 26°C por pelo menos 10 minutos;
misture e microcentrifugue rapidamente antes do uso. Assim que o ASFV DNA Mix e o PC
estiverem reconstituidos, divida adequadamente e congele as solugées. Ao manusear
componentes congelados, descongele entre 18 e 26°C por 15 a 30 minutos, misture
cuidadosamente e microcentrifugue rapidamente (~1.500 — 3.000 x g).

@ Extragao de DNA

0 ASFV DNA Mix foi validado usando os métodos de extracao comercial mostrados abaixo.
Outros métodos de extragao ou lise também podem ser usados, uma vez que sejam
validados pelo laboratorio.

RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

Armazene o DNA purificado a <-15°C se 0 teste nao for realizado imediatamente ap6s a
extragdo do DNA. Recomenda-se que um controle negativo de extragdo (amostra simulada)
seja incluido como amostra.
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Teste Procedimento

1 Preparacao do Mix PCR.

* Misture o DNA MMx descongelado por inversao ou vortex em baixa rotacao de maneira suave.

* (0 DNA MMx é uma solugdo viscosa; sempre pipete lentamente.

« Para preparar a mistura de PCR adicione 10 ul ASFV DNA Mix e 10 ul do DNA MMx para cada reagao.

¢ Ao preparar o PCR Mix, primeiro pipete ASFV DNA Mix no tubo e, em seguida, adicione 0 DNA MMx.
Pipete algumas vezes para lavar a ponta de pipeta do MMXx.

» Homogenize de forma cuidadosa usando o vortex em baixa rotagao a solugéo para garantir que 0s
componentes estejam bem misturados.

« Pipetar a mistura de PCR lentamente na placa de PCR.

0 mix de PCR pode ser armazenado de 2 a 8°C por até 24 horas ou —25°C a —=15°C por até 2 semanas.
Proteja-o da luz.

2 Pipetar 20 ul do Mix de PCR para os pogos necessarios da placa.

3 Adicione 5 ul de amostra de DNA a cada pogo. O volume da reagao final é de 25 pl.

Adicione 0 PC (5 ul) e o controle negativo de PCR (5 ul de dgua grau PCR)
para cada teste realizado.

Cubra a placa com a tampa. Gire cuidadosamente a placa, se necessario, para acomodar o conteido
e remover bolhas de ar.

6 Configure o termociclador com o programa padrao de ciclagem da IDEXX RealPCR Padrao DNA/RNA.

Configuragdes para reporter e quencher

Alvo Reporter Quencher
™ BHQ®
ASFV FAM (nenhuim)
Controle Interno ™ BHQ
(ISC/IPC) HEX™ (VIC) (nenhum)
Referéncia passiva ROX™ N/A

Programa Padrdo de Ciclagem de DNA/RNA do RealPCR

Temperatura Tempo Ciclos
Transcription Reversa q .
(RT) 50°C 15 min. 1
Desnaturacao 95°C 1 min. 1
95°C 15 seg
Amplificacao** 45
60°C 30 seg

**Certifique-se de que o instrumento esteja configurado para registrar fluorescéncia
apos a etapa de amplificagdo de 60°C.

Note- para alvos de DNA, o protocolo de ciclagem pode ser executado sem o passo "RT".
No entanto, recomenda-se que o0 passo de "RT" seja utilizado rotineiramente para que o0s
testes de RNA possam ser facilmente incorporados no fluxo de trabalho.
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Andlise os dados

Ao configurar o software do aparelho, atribuir um identificador unico para cada alvo controle interno. Por
Exemplo, quando o alvo A e B estdo em uma dnica placa, os pogos da cavidade A devem ser analisados
independentemente das cavidades do B. Consulte 0 manual do usudrio do instrumento especifico para obter
orientagdo sobre como analisar os dados. Para estabelecer o limiar de fluorescéncia (threshold), use a
configuragdo Auto Ct (Auto threshold cycle - Ciclo de limiar automatico).

* No Agilent Mx3000P e Mx3005P, certifique-se que esteja sendo usado para andlise 0 método "background-

based threshold".

 Para o instrumento QIAGEN Rotor-Gene, ajuste manualmente a linha limiar acima do valor de fundo na fase
linear de amplificacao exponencial. A melhor forma de se proceder é por meio de graficos de logaritimicos,
e é necessario para cada relato da mistura alvo.
« Instrumentos da Applied Biosystems— Em determinadas situacoes, a configuragao automatica do limite nao
produz resultados satisfatorios. Nessas situagoes, um ajuste manual do limite é necessario para determinar
os valores de Ct. Isso € feito melhor em plotagens de exibicao de log e deve ser repetido para cada reporter

no mix de destino.

Critérios de validade

FAM valor Gt HEX (VIC) valor Ct
Controle de PCR Positivo <38 <38
Controle de PCR negativo  Nenhum sinal Nenhum sinal
8 Interpretacdo dos resultados
Resultado da
amostra FAM (sinal) HEX (VIC) sinal Outras caracteristicas
0 valor de Ct positivo e a caracteristica da
curva de amplificagao em comparacao com
0 controle negativo da PCR.
DNA ASFV i Sim/Nao E esperada uma curva de amplificagéo de
detectado controle interno no canal HEX(VIC); algumas
amostras fortes positivas de DNA ASFV pode
resultar em um resultado negativo de controle
interno.*
DNA ASFV Nio Sim Curva de amplificagdo do controle interno no
nao detectado canal HEX (VIC).
Auséncia de uma curva de amplificacao
Invélida* Nao Nao nos canais FAM e HEX (VIC) indicam um

resultado invalido.

0 mix de reagentes de alvos é otimizado para a deteccao de DNA para ASFV: uma amostra fortemente

positiva com DNA alvo pode competir na detecgdo do controle interno.

*Uma amostra invélida pode ser uma indicacao de falha na adicdo da amostra, extracao e/ou da PCR.

Recomenda-se que o DNA seja diluido cinco vezes em dgua grau PCR e novamente testado; incluir o
DNA néo diluido como uma amostra. Se o teste ainda ndo validar uma nova extracdo é recomendada.

RealPCR* ASFV DNA Test
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Para assisténcia técnica:

IDEXX EUA Tel: +1 800 548 9997 ou +1 207 556 4895

IDEXX Europa Tel: +800 727 43399

Contate o representante local ou distribuidor IDEXX ou visite: idexx.com/contactipd

*IDEXX, RealPCR e Test With Confidence sao marcas comerciais ou marcas comerciais registradas da
IDEXX Laboratories ou de suas afiliadas nos Estados Unidos e/ou em outros paises. Todos 0s outros
nomes de produtos e de empresas, assim como logotipos, sdéo marcas comerciais de seus respectivos
proprietarios.

Compostos corantes neste produto sdo vendidas sob licenga da Biosearch Technologies, Inc. e protegidos
por patentes pelos Estados Unidos e em todo o mundo assim como concedida a aplicagdo. A licenga
abrange aplicacoes veterinarias. N&o € para uso IVD humano.

Informagdes sobre patentes: idexx.com/patents
©2022 IDEXX Laboratories, Inc. Todos os direitos reservados.
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RealPCR* ASFV DNA Test

Para uso veterinario exclusivo

Nombre y uso previsto

La prueba RealPCR ASFV DNA Test se utiliza para la deteccion del ADN del virus de la peste porcina
africana (African swine fever virus, ASFV) extraido de suero, plasma, sangre con EDTA, fluidos orales,
tejido (pulmaon, bazo, rindn, médula 0sea, ganglios linfaticos, y amigdalas) y muestras de hisopos de
porcino, incluyendo el jabali. Las muestras pueden analizarse hasta en mezclas de 20 muestras. Las
muestras que contengan una muestra positiva débil (por ejemplo, Ct > 32) pueden dar una respuesta
negativa debido al efecto de dilucion de la muestra.

Informacién general

El virus de la peste porcina africana es el virus patogeno de la peste porcina africana hemorragica.

EI ASFV es un agente sumamente contagioso, que con sintomas subclinicos puede infectar
persistentemente a jabalies africanos y potamoqueros de rio, al igual que a las garrapatas del género
Onrithodoros. Enfermedad de declaracion obligatoria segun a la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE), la peste porcina africana tiene una alta morbimortalidad en los cerdos domésticos.

El control de los brotes de ASFV depende en gran medida de una deteccion temprana del virus.

La RealPCR ASFV DNA Test proporciona un medio muy sensible y especifico de detectar el ADN virico.

El sistema IDEXX RealPCR es un formato modular en el que cada mezcla diana especifica de una
enfermedad se empareja con una mezcla maestra estandarizada para ADN o ARN y un dnico control
positivo agrupado. Los reactivos se empaquetan de forma individual y se venden por separado para
permitir flexibilidad en el manejo de los reactivos.

La RealPCR ASFV DNA Mix (ASFV DNA Mix) contiene cebadores y sondas para la deteccion del ADN

de ASFV cuando se amplifica con el RealPCR DNA Master Mix (DNA MMx). El control interno para la
prueba se basa en la deteccion de una secuencia gendmica del ADN en la muestra que se mantiene
porcino. En este protocolo esta secuencia genomica recibe el nombre de Internal Sample Control (ISC).
La deteccion del ADN endogeno en las muestras sirve de control para la adicion, extraccion y amplificacion
de muestras. En la ASFV DNA Mix, se incluyen cebadores y sondas para la deteccion del control interno
de muestras. También esté disponible un control positivo interno alternativo, el RealPCR Internal Positive
Control (IPC > v1.2), y debe utilizarse cuando el ADN hospedador enddgeno se encuentre en niveles
bajos o si la presencia de este es poco probable después de la extraccion (tales como muestras de
alimento). EI IPC contiene una version sintética del ADN diana del ISC porcino, por lo que es compatible
con la ASFV DNA Mix. Consultar el protocolo del RealPCR Internal Positive Control para (REfl 99-56330)
obtener més informacion.
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Materiales y almacenamiento

Cantidad Almacenamiento Ciclos de
| fIdentifica\cic’)n/ | Clolor de P AI - dela | congelacion/
nformacion general atapa momento espués de la N
pruebas | derecepcion | reconstitucion | descongelacion
bty Verde  1x10m —25y8C  —25y—15°C <6

(ASFV DNA Mix), deshidratado
99-56020

Reconstituir hasta 1 ml en agua grado PCR. Almacenar la ASFV DNA Mix en un lugar oscuro. La fecha de
vencimiento indicada en el vial es valida tanto para la forma en polvo como para la reconstituida. La etiqueta
del tubo de ASFV DNA Mix indica qué version del control positivo (PC) es compatible con esa mezcla diana.
Por ejemplo, PC > 1.4 significa que la mezcla diana puede ser utilizada con toda aquella version superior

0 igual a la version 1.4.

RealPCR DNA Master Mix } -25y-15°C
(DNA MNx) Purpura - 1x1.0ml p'largo plazo)

99-56250

Master Mix concentrada que contiene polimerasa para el inicio en caliente para su uso con las mezclas diana
del sistema IDEXX RealPCR. La DNA MMx es mas viscosa que la mayoria de las mezclas maestras. Consultar la
seccion del procedimiento de la prueba para obtener recomendaciones sobre la manipulacion. Se ha agregado
un tinte de referencia (ROX) para normalizar las inexactitudes de volumen. Proteger de la luz la DNA MMx.

N/C <6

RealPCR Positive Control,
deshidratado (PC)

99-56310

Reconstituir hasta 500 ul en agua grado PCR. EI PC contiene todas las secuencias diana de IDEXX RealPCR
e ISC (incluidas las secuencias para ASFV) y esta disefiado para su uso con todas las mezclas diana IDEXX
RealPCR. La fecha de vencimiento indicada en el vial es valida tanto para la forma en polvo como para la
reconstituida. EI PC lleva un nimero de version (por ejemplo v1.3). Cuando se desarrollan nuevas mezclas
diana, se anaden nuevas secuencias diana al PC y se incrementa el nimero de version de éste (por ejemplo,
v1.3 se actualizara a v1.4).

Azul 1x500ul  -25y8°C -25y-15°C <6

El Control Positivo (PC) incluye la denominada IDEXX Signature (secuencia tnica de oligonucledtidos).

La presencia de la IDEXX Signature en el rea de trabajo indica contaminacion por el PC. Para los laboratorios
que deseen monitorizar si existe contaminacion por el PC, la IDEXX Signature puede detectarse usando la
mezcla diana RealPCR PC Tracker DNA Mix y la RealPCR DNA MMx.

RealPCR PCR Grade Water Transparente 2 x 1,0 ml -25y8°C N/C

99-56350

El agua grado PCR ha sido cualificada para su uso en transcripcion inversa-PCR (RT-PCR). Se usa para la
reconstitucion de los reactivos RealPCR. También se usa como el control negativo de la PCR en cada prueba.
No trasladar viales de agua grado PCR entre las areas de trabajo de la PCR. Se necesitan viales de agua
separados para cada darea, a fin de evitar el riesgo de contaminacion.

Nota: Ver tabla al final del protocolo para las explicaciones de los simbolos utilizados en este protocolo y
en las etiquetas.
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Materiales necesarios que no se incluyen

« Kit comercial de extraccion de ADN

¢ Opcional: Centrifuga con un rotor y adaptadores para placas de pocillos multiples

» Microcentrifuga para microtubos de 2 ml capaz de alcanzar 1500 — 3000 x g

* Equipo adecuado de proteccion personal (p. €j., guantes, bata de laboratorio)

* Puntas de pipetas resistentes a los aerosoles y libres de nucleasa

« Microtubos estériles para la preparacion de la Mezcla PCR

* Pipetas (5-1000 ul); destinadas a la preparacion de la Mezcla PCR

 Placas para PCR de 96 0 384 pocillos y cubiertas de laminas o placas adhesivas dpticas

e Instrumento para PCR en tiempo real
(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard y Fast Mode),
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 (solo para el rotor de 72 pocillos), Roche LightCycler® 480 o equivalente).
Nota: el aparato LC480 de Roche requiere calibracion y ajustes adicionales del software.
El servicio técnico de IDEXX puede proporcionar ayuda sobre la utilizacion del instrumento
mencionado arriba con los reactivos RealPCR.

Practicas y advertencias de laboratorio

¢ No usar los reactivos después de la fecha de vencimiento.

» Todo el procedimiento debe realizarse en condiciones libres de nucleasa.

e Utilizar guantes libres de polvo al trabajar con reactivos y acidos nucleicos.

« Para evitar la contaminacion cruzada, usar puntas de pipetas resistentes a los aerosoles y libres
de nucleasa para todas las recolecciones y separar fisicamente los lugares de trabajo para la
extraccion o el manejo de acidos nucleicos, la preparacion de la PCR y la PCR.

Reconstitucion de los componentes en polvo

Reconstituir la ASFV DNA Mix y el Control Positivo pipeteando agua grado PCR hasta el volumen que
se indica en la etiqueta del componente. Dejar reposar a una temperatura de entre 18 y 26°C durante,
al menos, 10 minutos; mezclar y centrifugar brevemente antes de su uso. Una vez que se hayan
reconstituido la ASFV DNA Mix y el PG, dividir en las alicuotas que correspondan y almacenar las
soluciones congeladas. Al manejar componentes congelados, descongelar a una temperatura de
entre 18 y 26°C durante, aproximadamente, de 15 a 30 minutos, mezclar suavemente despues
centifrugar brevemente (~1500 — 3000 x g).

Extraccion de ADN

La ASFV DNA Mix se ha validado mediante los métodos de extraccion comerciales que se nombran
a continuacion. También podran usarse otros métodos de extraccion o lisis una vez que hayan sido
validados por el laboratorio.

RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

Almacenar el ADN purificado a <—15°C si la prueba no se realiza inmediatamente después de la extraccion
de ADN. Se recomienda incluir como muestra un control de extraccion negativo (muestra simulada).
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Procedimiento de la Prueba

1 Preparacion de la mezcla PCR.

* Mezclar la DNA MMx descongelada mediante inversion o vortex suave.

« La DNA MMx es una solucion viscosa; pipetear siempre lentamente.

« Para preparar la mezcla PCR anadir 10 ul de ASFV DNA Mix y 10 ul de DNA MMx para cada reaccion.

¢ (Cuando se prepare la Mezcla PCR, pipetear primero la ASFV DNA Mix en el tubo y después ariadir la DNA MMXx.
Mover la pipeta hacia arriba y abajo varias veces para enjuagar la punta de la pipeta con MMx.

« Invertir o mezclar con un agitador vorticial suavemente para garantizar que los componentes se hayan mezclado bien.

« Anadir la mezcla PCR lentamente a la placa PCR.

La mezcla PCR se puede conservar entre 2 y 8°C durante un periodo de hasta 24 horas o entre —25 a —15°C durante un

periodo de hasta 2 semanas. Proteger de la luz. .

2 Adadir 20 ul de la mezcla PCR en los pocillos requeridos de la placa multipocillo.

3 Anadir 5 ul de ADN muestra en cada pocillo. El volumen de la reaccion final es de 25 ul.

4 Incluirel PC (5 ul) y el control negativo de PCR (5 ul de agua grado PCR) por cada prueba que se realice.

burbujas de aire.

Cubrir la placa y hacer girar brevemente la placa, si es necesario, para que se asiente el contenido y eliminar las

6 Configurar el termociclador con las configuraciones estandar de IDEXX RealPCR y el programa de ciclos.

Parametros para el indicador y el inhibidor

Diana Indicador
ASFV FAM™
Control Interno ™
(ISC/IPC) HEX™ (VIC)
Referencia pasiva ROX™

Programa estandard de Ciclos RealPCR DNA/RNA
Temperatura

Transcripcion Inversa (RT) 50°C
Desnaturalizacion 95°C
95°C

Amplificacion**
60°C

Inhibidor

BHQ®
(ninguno)

BHQ
(ninguno)

N/C

Tiempo Ciclos

15 min. 1
1 min. 1

15
30s

45

**Asegurarse de que el instrumento se fije para medir la fluorescencia después del paso de amplificacion de 60°C.

Nota: para las secuencias dianas de ADN se puede aplicar el protocolo de ciclacion sin el paso "RT". No obstante, se
recomienda utilizar por sistema el paso "RT" para incorporar los analisis de RNA con mas facilidad al flujo de trabajo.
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7 Analizar los datos

Cuando se configure el software del instrumento, asignar un identificador Unico a cada diana y control interno.

Por ejemplo, cuando las dianas A y B estan en una sola placa, los pocillos A deben ser analizados independientemente

de los pocillos B. Consultar el manual del usuario del instrumento especifico para obtener orientacion sobre como

analizar datos. Para establecer el valor umbral, usar el parametro Auto Ct.

* En el Agilent Mx3000P y en el Mx3005P asegurarse de que se esta utilizando para el analisis el método
"background-based threshold".

* Para el instrumento QIAGEN Rotor-Gene, ajustar de manera manual el umbral por encima del ruido de fondo
en la fase lineal de la amplificacion exponencial. Es preferible realizarlo en graficas logaritmicas siendo necesario
para cada marcador de la mezcla diana.

* Instrumentos Applied Biosystems— En ciertas situaciones el parametro de auto umbral no produce resultados
satisfactorios. En estos casos, es necesario un ajuste manual del umbral para determinar los valores Ct. Como
mejor se realiza es en el diagrama de distribucion de datos y se debe repetir para cada indicador en la mezcla diana.

Criterios de validez

Valor Ct de FAM  Valor Ct de HEX (VIC)

Control Positivo <38 <38

Control Negativo PCR Sin senal Sin senal

8 |Interpretacion de los resultados

Resultado de
las muestras Senal FAM Senal HEX (VIC) QOtras caracteristicas

Un valor Ct positivo y una curva de amplificacion
caracteristica en comparacion con el control

negativo PCR.
ADN de ASFV si Si/No Se espera una curva de amplificacion del control
detectado interno en el canal de HEX (VIC); sin embargo,

es posible que algunas muestras fuertemente
positivas para ADN de ASFV tengan un resultado
negativo para el control interno.*

ADN de ASFV

g s No Si Curva de amplificacion en el canal de HEX (VIC).

La ausencia de una curva de amplificacion
Invélido* No No en los canales FAM y HEX (VIC) indica un
resultado invalido.

*Los reactivos de la mezcla diana se encuentran optimizados para detectar el ADN de ASFV; una muestra fuertemente
positiva en ADN puede sobrepasar la deteccion del control interno.

*Un resultado no valido puede indicar un problema al afadir la muestra, de extraccion y/o durante el protocolo de PCR.
Se recomienda diluir el ADN a 1/5 con agua de calidad PCR antes de volver a realizar la prueba e incluir una muestra de
ADN no diluido como muestra. Si la prueba sigue resultando invalida se recomienda proceder a una nueva extraccion.
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Para asistencia técnica:

IDEXX EE.UU. Tel: +1 800 548 9997 0 +1 207 556 4895

IDEXX Europa Tel: +800 727 43399

Contacte al representante local o distribuidor IDEXX o visite: idexx.com/contactlpd

N.° de registro: 10416-RD

*IDEXX, RealPCR y Test With Confidence son marcas comerciales 0 marcas comerciales registradas de
IDEXX Laboratories o sus afiliadas en los Estados Unidos y/u otros paises. Todos los demas logotipos y
nombres de productos y companias son marcas comerciales de sus respectivos titulares.

Los compuestos colorantes de este producto se venden bajo licencia de Biosearch Technologies, Inc. y
estan protegidos por las patentes de Estados Unidos y mundiales bien ya concedidas o en proceso Esta
licencia cubre las aplicaciones veterinarias. No para su uso en diagnostico in vitro humano.

Informacion de patentes: idexx.com/patents
©2022 IDEXX Laboratories, Inc. Todos los derechos reservados.
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Q0

MENU STAMPA
Versione italiana

RealPCR* ASFV DNA Test

Solo per uso veterinario

Nome e uso previsto

Il RealPCR ASFV DNA Test é utilizzato per la rilevazione del DNA del virus della peste suina africana
(African Swine Fever Virus, ASFV) estratto dal siero, dal plasma, dal sangue con EDTA, fluidi orali, dai
tessuti (polmoni, milza, reni, linfonodi, midollo osseo e tonsille) e dai tamponi dei suini, inclusi i cinghiali.
| campioni possono essere testati in pool fino a 20. | pool contenenti un singolo campione debole

(ad esempio, Ct > 32) possono produrre un risultato negativo dovuto all'effetto di diluizione del pooling.

Informazioni generali

Il virus della peste suina africana e I'agente responsabile della peste suina africana emorragica. LASFV
¢ un agente altamente contagioso, che puo infettare in maniera persistente con sintomi subclinici le
zecche molli di facoceri, potamoceri e Ornithodoros. LASFV, malattia soggetta a obbligo di segnalazione
al’'Organizzazione Mondiale per la Salute Animale (World Health Organization for Animal Health, OIE),
presenta elevati livelli di morbidita e mortalita tra i suini domestici. Il controllo dei focolai dell’ASFV si
basa fondamentalmente sull'individuazione precoce del virus. Il RealPCR ASFV DNA Test offre uno
strumento ad alta sensibilita e specificita per I'individuazione del DNA del virus.

Il sistema IDEXX RealPCR & un formato modulare in cui miscele bersaglio specifiche per patologia sono
accoppiati a un mix DNA o RNA standardizzato e a un singolo controllo positivo combinato. | reagenti sono
confezionati singolarmente e venduti separatamente per consentire una gestione flessibile dei reagenti.

Il RealPCR ASFV DNA Mix (ASFV DNA Mix) contiene primer e sonde per la rilevazione di DNA di ASFV
quando e amplificato con RealPCR DNA Master Mix (DNA MMXx). Il controllo interno del test si basa sulla
rilevazione di DNA endogeno suino presente nel campione e viene denominato Internal Sample Control
(ISC) nel presente protocollo. La rilevazione di DNA endogeno nel campione permette di controllare
I'aggiunta, l'estrazione e I'amplificazione del campione. Primer e sonde per la rilevazione dell'lSC sono
compresi nel ASFV DNA Mix. Anche un controllo positivo interno opzionale, il RealPCR Internal Positive
Control (IPC = v1.2), & disponibile e deve essere usato quando il DNA ospite endogeno & presente a
livelli bassi 0 quando la sua presenza dopo l'estrazione & improbabile (come i campioni di mangime).
L'IPC contiene una versione sintetica del target DNA corrispondente alllSC suino ed & quindi compatibile
con il ASFV DNA Mix. Per informazioni fare riferimento all'inserto tecnico del prodotto RealPCR Internal
Positive Control (REF] 99-56330).
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Materiali e conservazione

Quantita Conservazione i
| fIdentif_ica_zione/ ' C?j'&’e 100 Al Dooo | cong(;lca"n?tlanto/
nformazioni generali opo la
tappo prove ricevimento | ricostituzione | SCongelamento
RealPCR ASFV DNA Mix Verde  1x1,0m  -25a8C  -25a-15%C <6

(ASFV DNA Mix), disidratato
99-56020

Ricostituire a 1 mlin di acqua per PCR. Conservare il ASFV DNA Mix al buio. La data di scadenza sul flaconcino
¢ valida sia per la forma liofilizzata che ricostituita. L'etichetta del flaconcino ASFV DNA Mix indica la versione
PC di controllo positivo (PC) che & compatibile con la miscela bersaglio. Ad esempio, PC > v1.4 significa che
la miscela bersaglio puo essere usata con PC v1.4 e tutte le versioni 1.4 o superiori.

RealPCR DNA Master Mix —252-15°C
(DNA MMx) Porpora | 1x1,0ml (Lungo termine)

99-56250

Master mix concentrato che include polimerasi “hot-start” per I'utilizzo con la miscela bersaglio di DNA
nel sistema RealPCR di IDEXX. Il DNA MMx é piu viscoso della maggior parte dei master mix— vedere la
sezione Procedura di del Test per le raccomandazioni di manipolazione. E stato aggiunto un colorante di
riferimento (ROX) per normalizzare le imprecisioni di volume. Proteggere il DNA MMx dalla luce.

N/D <6

RealPCR Positive Control,
disidratato (PC)

99-56310

Ricostituire a 500 ul in acqua per PCR. Il PC contiene tutti i target IDEXX RealPCR e ISC (compreso il target per
la ASFV) ed e destinato all'uso con tutte le miscele bersaglio IDEXX RealPCR. La data di scadenza sul flaconcino
¢ valida sia per la forma liofilizzata che ricostituita. Il PC ha un numero di versione (ad es. v1.3). Quando sono
messi a punto nuove miscele bersaglio per la linea di prodotti RealPCR, le sequenze bersaglio vengono aggiunte
al PC e il numero di versione PC aumenta (ad es. v1.3 viene aggiornata a v1.4).

Blu 1x500 ul -25a8°C -25a-15°C <6

Nel PC é inclusa la IDEXX Signature (una sequenza oligonucleotida). La presenza della IDEXX Signature
nell’ambiente di lavoro indica la contaminatione causata dal PC. Per i laboratori che vogliono monitorare
la contaminazione dal PC, la IDEXX Signature puo’ essere rilevata usando il RealPCR PC Tracker DNA Mix
e il RealPCR DNA MMXx.

RealPCR PCR Grade Water Trasparente 2 x 1,0 ml -25a8°C N/D

99-56350

L'acqua per PCR ¢ qualificata per I'utilizzo della PCR retro trascrizionale (RT-PCR). Viene utilizzata per la
ricostituzione dei reagenti RealPCR. E altresi utilizzata come controllo negativo PCR per ciascuna sessione
di test. Non trasferire flaconcini di acqua per PCR tra le aree di lavoro PCR. Sono necessari flaconcini
separati di acqua per ogni area per evitare il rischio di contaminazione.

Nota: Vedere la tabella alla fine dellinserto per una descrizione dei simboli usati nell'inserto e nelle etichette.
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Materiali necessari ma non in dotazione

« Kit di estrazione di DNA commerciale

 Opzionale - Centrifuga con un rotore e adattatori per piastre a pozzetti multipli
 Micro-centrifuga per microprovette da 2 ml in grado di raggiungere 1500 - 3000 x g

Adeguati dispositivi di protezione individuale (ad es. guanti, camice da laboratorio)

Puntali per pipette privi di nucleasi resistenti alla contaminazione da aerosol

Microprovette sterili per la preparazione del mix PCR

Pipette (51000 ul); pipette dedicate per la preparazione del mix PCR

Piastre PCR in formato da 96 o 384 pozzetti con film adesivo ottico/coperchi

Strumento PCR in tempo reale

(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard e Fast Mode),
Applied Biosystems® ViiA™ 7, Applied Biosystems QuantStudio 5, Agilent Mx3000P ™,

Agilent Mx3005P™, Agilent AriaMx, Bio-Rad CFX96 Touch™, Bio Molecular Systems Mic gPCR Cycler,
QIAGEN Rotor-Gene (solo rotore da 72 pozzetti), Roche LightCycler® 480 o equivalente).

Nota- Lo strumento Roche LC480 richiede una calibrazione e impostazioni software aggiuntive.
Lassistenza tecnica di IDEXX puo fornire indicazioni sull’utilizzo degli strumenti di cui sopra
con reagenti RealPCR.

Pratiche di laboratorio e avvertenze

» Non utilizzare i reagenti oltre la data di scadenza.

* L'intera procedura deve essere eseguita in assenza di nucleasi.

« Indossare guanti senza polvere quando si lavora con i reagenti e acidi nucleici.

* Per evitare la contaminazione incrociata, utilizzare puntali per pipette privi di nucleasi e resistenti alla

contaminazione da aerosol per qualsiasi pipettaggio, e separare fisicamente i luoghi di lavoro in cui si
eseguono l'estrazione/la manipolazione degli acidi nucleici, 1a preparazione e realizzazione della PCR.

Ricostituzione dei componenti liofilizzati

Ricostituire il ASFV DNA Mix e il PC pipettando acqua per PCR al volume indicato sull'etichetta dei
componenti. Lasciar riposare tra 18 e 26°C per almeno 10 minuti; mescolare e microcentrifugare
brevemente prima dell'uso. Una volta che il mix di rilevazione e il controllo positivo sono ricostituiti,
frazionare in misura appropriata e conservare le soluzioni congelate. Dovendo manipolare componenti
congelati, scongelarli tra 18 e 26°C per circa 15 a 30 minuti, mescolare delicatamente e poi
microcentrifugare brevemente (~1.500 - 3.000 x g).

& Estrazione del DNA

I ASFV DNA Mix ¢ stato convalidato utilizzando i metodi di estrazione commerciali elencati di seguito.
Possono essere utilizzati anche altri metodi di estrazione o di lisi una volta convalidati dal laboratorio.

RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

Conservare il DNA purificato a <—15°C se il test non viene eseguito immediatamente dopo I'estrazione
di DNA. Si raccomanda di includere come campione un controllo di estrazione negativo (mock sample).
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Procedura del test

1 Preparazione della miscela PCR.
» Mescolare il DNA MMx scongelato per inversione o mediante movimenti circolari delicati.
« | DNA MMx € una soluzione viscosa; pipettarla sempre lentamente.
« Per preparare la miscela PCR aggiungere 10 ul di ASFV DNA Mix e 10 ul di DNA MMXx per ogni reazione.
« Al momento della preparazione della miscela PCR, pipettare prima la miscela ASFV DNA Mix nel flaconcino e poi
aggiungere il DNA MMXx. Pipettare su e git per un paio di volte per sciacquare il puntale della pipetta prima MMXx.
» Miscelare delicatamente la soluzione per assicurare che i componenti siano mescolati bene.
 Pipettare la miscela PCR lentamente nella piastra PCR.
La miscela PCR puo essere conservata sino a 24 ore tra 2 e 8°C oppure sino a due settimane tra —25 a —15°C.
Conservare al riparo dalla luce.
2 Pipettare 20 ul della miscela PCR nei pozzetti richiesti della piastra a pozzetti multipli.
3 Aggiungere 5 ul di DNA del campione a ciascun pozzetto. Il volume di reazione finale & di 25 pl.
a Includere il controllo positivo PC (5 ul) e il controllo negativo PCR (5 u! di acqua per PCR) per ciascuna
sessione del test.
5 Coprire la piastra e ruotare brevemente la piastra, se necessario, per fare sedimentare il contenuto e
rimuovere le bolle d'aria.
6 Impostare il termociclatore con I'DEXX RealPCR Standard DNA/RNA Cycling Program.

Impostazioni per Reporter e Quencher

Bersaglio Reporter Quencher
™ BHQ®
ASFV FAM (nessuno)
Controllo Interno ™ BHQ
(ISC/IPC) HEX™ (VIC) (nessuno)
Riferimento passivo ROX™ N/D
RealPCR* Standard DNA/RNA Cycling Program
Temperatura Tempo/Durata Cicli
Trascrittasi inversa (RT) 50°C 15 min. 1
Denaturazione 95°C 1 min. 1
95°C 15 sec.
Amplificazione** 45
60°C 30 sec.

**Assicurarsi che lo strumento sia impostato per registrare la fluorescenza dopo la fase di amplificazione a 60°C.

Nota - Per i target di DNA, il protocollo di ciclaggio puo essere eseguito senza la fase "RT". Si raccomanda, tuttavia,
che la fase "RT" venga eseguita come routine per una semplice integrazione dei test RNA nel flusso di lavoro.
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7 Analisi dei dati

Al momento di impostare il software dello strumento, assegnare un identificatore unico ad ogni target e controllo

interno. Per esempio, quando il target A e il target B sono sulla stessa piastra, i pozzetti A devono essere analizzati
indipendentemente dai pozzetti B. Fare riferimento al manuale specifico dello strumento per i dettagli sull'analisi dei
dati. Per impostare la soglia, utilizzare l'impostazione Auto Ct.

* Sull'Agilent Mx3000P e Mx3005P assicurarsi di utilizzare per I'analisi il metodo della fluorescenza con soglia

basata sul valore di fondo.

* Perlo strumento QIAGEN Rotor-Gene regolare la linea di soglia sopra il background nella fase lineare
del’amplificazione esponenziale. Questa operazione viene eseguita al meglio sul grafico logaritmico
ed e necessaria per ogni riferimento del mix di destinazione.

 Strumenti Applied Biosystems— In determinate situazioni l'impostazione della soglia automatica non produce
risultati soddisfacenti. In queste situazioni, & necessaria una regolazione manuale della soglia per determinare
i valori di Ct. Questa operazione viene eseguita al meglio sul grafico logaritmico ed & necessaria per ogni

riferimento del mix di destinazione.
Criteri di validita

Valore Ct FAM

Valore Ct HEX (VIC)

Controllo positivo <38

Controllo negativo PCR Nessun segnale

<38

Nessun segnale

8 |Interpretazione dei risultati

Risultato Segnale
campiong FAM
DNA di ASFV Si
rilevato
DNA di ASFV
non rilevato o8
Non valido* No

Segnale HEX
(Vic)

Si/No

Si

No

Altre caratteristiche

Un valore Ct positivo e una curva caratteristica di
amplificazione rispetto al controllo negativo PCR.

E prevista una curva di amplificazione del
controllo interno nel canale HEX (VIC);
tuttavia, alcuni campioni fortemente ASFV-
positivi possono causare un risultato negativo
per il controllo interno.*

Curva di amplificazione nel canale controllo
interno HEX (VIC).

L'assenza di una curva di amplificazione
nei canali FAM e HEX (VIC) indica un
risultato invalido.

I reagenti della miscela bersaglio e sono ottimizzati per la rilevazione di ASFV nel DNA. Un campione di DNA fortemente
positivo puo impedire la rilevazione del controllo interno.

*Un campione non valido puo essere un‘indicazione di un problema durante l'aggiunta, l'estrazione e/o la PCR. Si
raccomanda di diluire il DNA cinque volte in acqua per PCR e ripetere il test; includere il DNA non diluito come
campione. Se il test non € ancora valido, si consiglia una nuova estrazione.
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Per assistenza tecnica:

IDEXX USA Tel: +1 800 548 9997 0 +1 207 556 4895

IDEXX Europa Tel: +800 727 43399

Contattare il responsabile di zona o il distributore IDEXX o consultare il sito: idexx.com/contactipd

*IDEXX, RealPCR e Test With Confidence sono marchi commerciali o registrati di IDEXX Laboratories, Inc.
0 dei suoi affiliati negli Stati Uniti e/o in altri Paesi. Tutti gli altri prodotti, nomi aziendali e loghi sono marchi
commerciali dei rispettivi titolari.

| coloranti presenti nel presente prodotto sono venduti su licenza di Biosearch Technologies, Inc. e sono
protetti da brevetti statunitensi e mondiali 0 concessi o in corso di registrazione. La licenza copre le
applicazioni veterinarie. Non per uso diagnostico in vitro umano.

Informazioni sui brevetti: idexx.com/patents
©2022 IDEXX Laboratories, Inc. Tutti i diritti riservati.
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AN A

MEHIO MEYATb
Pycckas Bepcus

RealPCR* ASFV DNA Test

Tonbko ans nNnpUMeHeHUA B BeTepuHapumn

HanmeHoBaHue u npegHasHavyeHue

Tect RealPCR ASFV DNA Test ucnonbayetcs 4ns obHapyxeHns JHK Bupyca acprkaHCKom Yymbl CBUHEN
(AYC), akcTparupyemon 13 CbIBOPOTKM, NNa3mbl W LenbHOM kposu ¢ L TA, K1aKocT pOTOBOM NONOCTH, TKaHEN
(nerkvie, ceneseHka, MOYKW, KOCTHbIA MO3T, UMaTIYECKUE Y3Tbl, U MUHAANWHbI) 1 CMBIBOB OT JOMALLHNX
CBUHEN 1 auknX kabaHoB. [1ns uccnegosanus MoxHo 06beauHsTb 4o 20 npob B oanH obpasel. ObbeanHeHHbIe
00pasLbl, cofepxaluye ogHy crnabononoxutenbHyto npoby (Hanpumep Ct > 32) MoryT faTh OTpULATENbHbIA
pe3ynbTat 13-3a addekTa passeseHns npob.

O06was nHhopmavus

Bupyc adpukaHckoit YyMbl CBUHEN ABRSETCS BO3DyaUTeNnem remopparinieckon apukaHckon YyMbl CBUHEN.
Bupyc AYC — BbICOKOKOHTar103HbIi BO36YaUTENMb, KOTOPOMY B CYOKMMHUYECKON (hopme MOryT BbiTh Yalle
BCEro NoABEpPKEeHbI HOPOAABOUHNKY, KYCTapHUKOBbIE CBUHBM, @ TakKE apracoBble KNeLLy 13 cemeiicTea
napasnuTOpMHbIX KreLleit. B cooTBeTCTBIN C NonoxeHnem MesxayHapogHoro dnuaooTuyeckoro bropo
(M3B) Bupyc AYC aBnseTcs NpUYMHON BbICOKO 3a60NeBaeMOCTH 1 CMEPTHOCTH Cpeay [OMALLHUX CBUHEN.
Crparerns 6opbbbl ¢ AYC ocHoBbIBaeTCS Ha paHHeM obHapyxeHun Bupyca. Tect RealPCR ASFV DNA Test
SBNSAETCS BbICOKOYYBCTBUTENbBHBIM W CrIeLMUYHBIM TECTOM ANst 0BHapyxeHus BupycHoit OHK.

Tect-cucrema IDEXX RealPCR nmeeT MogynbHbIi hopmaT, B KOTOPOM AETEKLMOHHAs CMECh, creLmduyHas

K JaHHOMY 3aboneBaHuio, CoYeTaeTes Co CTaHAapTU3MPOBaHHOI peakumuoHHol cmeckio OHK unn PHK (mactep-
MMWKCOM), @ TakKe e4uHbIM CMeLLaHHbIM 00KNUTENbHBIM KOHTPONeM. PeareHTbl UMetT MHANBUAYAMbHYI0
ynakoBKy 1 NPOAAIOTCA OTAENbHO, Y4TO NO3BONAET MCMONb30BATH VX B Mt0BON KOMMNEKTaLM.

[HetekumonHas cmecb RealPCR ASFV DNA Mix (ASFV DNA Mix) cogepuT npaitMepb! W 30HabI Ans

petekummn [IHK AYC npn amnnudmkaumm ¢ ucnonb3oBanuem mactep-mukca RealPCR DNA Master Mix

(DNA MMXx). BHyTpeHHuIA KOHTPOMb TeCTa OCHOBaH Ha 0BHapyXeHnn koHcepBaTMBHOTO yyactka [AHK cBuHbM.
OTa reHoMHasi N0CNef0BaTENbHOCTL PACCMATPUBAETCS B JaHHOM TeCTe kak BHyTpeHHn KOHTPOnbHbIN
Obpasey (ISC). ObHapyxeHue aHgoreHHoi [IHK B 0BpasLie nomoraeT NpoKOHTPONMPOBATH NPaBUIbHOCT
BHeCeHe 06pa3Lios, SKCTPaKLMIO U aMnamndukaLmio. MpaiMeps! 1 30HAbI ANs BHYTPEHHEro KOHTpons obpastia
BXOAAT B coCTaB feTekunoHHon cmec ASFV DNA Mix. ®akynbTaTuBHbIA BHYTPEHHWIA NOMOXUTENBHbIN
koHTponb, RealPCR Internal Positive Control (IPC = v1.2), Takxe SOCTyneH 1 UCNONb3yeTes, Koraa SHAoreHHas
[HK x035MHa NpuCyTCTBYET B HIN3KWX KOHLIEHTPALMSX UK He 0BHapyXu1BaeTCs nocne aKCTpaKLmu (Kak MoxeT
6bITb B Npobax nuLeBoro nponssoacTea). IPC cogeput UckycCTBEHHO CuHTeaupoBaHHyto [AHK cBuHbM Ans
ISC, 1, cooTBETCTBEHHO, COBMECTUM C [leTekumoHHoi cmeckio ASFV DNA Mix. Bonee nogpo6Hasi uHdopmaLms
npeAcTaBneHa B MHCTPyKLW k BHyTperHemy MonoxutensHomy Kontponto RealPCR IPC (REF] 99-56330).
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Matepwuanbi 1 ycnoBus xpaHeHUs

Konuyectso XpaHeHue
WaeHTndmkaums/ Liget Linkne /
ObLwas nHdopmaLys KPbILLKM Mpu Mocne 3amMopaxunBaHna
[ nonyueHun | pasdaenenusi | PASMOPEKUBAHNUA
RealPCR ASFV DNA Mix 3 . 3
(ASFV DNA Mix), cyxoit 3enenbiit  1x10mn -25008°C  -25p10-15°C <6
99-56020

BoccraHosute go 1 mn, ucnonb3ys Bogy, Ans MLP. XpaHute ASFV DNA Mix B TemHom mMecTe. Cpok rogHoOCTH Ha
(hnakoHe [ENCTBUTENEH KaK 1Sl CyXOiA, Tak 1 BOCCTAHOBNEHHOM cmecu. Ha atukeTke npobupku ¢ ASFV DNA Mix
yka3aHa Bepcus MonoxutensHoro KoHtpons (PC), coBMecTumoro ¢ 3Toi [leTeKLMOHHOI cMechio. Hanpumvep,

PC = v1.4 3HauuT, 4To [leTeKLMOHHYt0 CMEeCh MOXHO ucnonb3oBath ¢ PC Bepcun 1.4 1 BbilLe.

RealPCR DNA Master Mix . -25 0o -15°C He
(DNA MMx) Mypnypreit 1 x1,0 un (AnuTenbHoe)  MpUMEHMMO

99-56250

KoHueHTpupoBaHHbIn Mactep-Muke, BkmtodaeT hot-start nonumepasy ans ucnonb3osaHns ¢ [HK-AeTeKLMOHHBIMM
cmecsimu B cucteme IDEXX RealPCR. IHK MMx 6onee Bs3kuit, Yem 60MbLUMHCTBO MacTep-MUKCOB -
pekomeHzaLuy no paboTe ¢ peareHToM ykasaHbl B [MpoLeaype AHanu3a. JobasneHa pechepeHcHas kpacka (ROX)
Ans Hopmanu3aum 06bemHoi norpewHocTy. 3awwmtute JHK MMx ot ceeTa.

RealPCR Positive Control,
cyxoii (PC)

99-56310

BoccraHosute o 500 mkn, ncnonbays sogy ans MLIP. PC copepxut Bce IDEXX RealPCR 1 ISC muwwenn (Bkniovas
muwwenn ans ASFV) u nogxoguT Ans MCNONb30BaHUs CO BCeMU AeTekUMOHHbIMM cMecsmn IDEXX RealPCR. Cpok
rOAHOCTY, yKa3aHHbI Ha EMKOCTW, JeNCTBUTENEH Kak 4N1s CyXOi, Tak 1 AN BOCCTaHOBMEHHO! opmbl. PC nmeet
Homep Bepcum (Hanpumep v1.3). Korga B nutHelike RealPCR nosiBnsieTcst HoBasi e TEKLMOHHast CMeCh, B COCTaB

PC nobasnstoTcs HoBble nocnefoBatensHocTU-muiern 1 PC npuobpeTaeT HoBbIiA, BGonee BbICOKMit HOMEP

Bepcun (Hanpumep v1.3 ctaHoBuTCs v1.4).

<6

CuHuin 1x500mkn -251008°C  -25p0-15°C <6

[MonoxutenbHblit KoHTpons BkntoyaeT B cebst IDEXX Signature (yHukanbHyto nocnesoBaTenbHoCTb
onuroxykneotuaos). Mpucytctaue IDEXX Signature B naGopaTopHoit cpee ykasbiBaeT Ha ee 3arpsi3HeHIe
lMonoxwTensHbiM KoHTponem. MaBopaTopuu, xenatoLme oTCnexmBaTb KOHTaMUHALMIO MonoxvTenbHbIM
KonTponem, moryT onpezensts IDEXX Signature npu ncnons3oeanuu RealPCR PC Tracker DNA Mix
RealPCR DNA MMx.

RealPCR PCR Grade Water  [pospaudas 2 x 1,0 mn -251008°C He npumeHnmo

99-56350

Boga, npurogHas ans MNLP, otBevaeT TpeboBaHuam K ucnonb3aosaHuto Anst MLP ¢ o6paTHoit TpaHckpunumei
(RT-PCR). OHa ucnonb3yetcs ans passeneHns RealPCR pearentos. OHa ncnonbayetcs Ans pasdasneHns
[eTekumoHHbIx cmeceit 1 MonoxutensHoro koHTpons RealPCR. OHa Takoke npuMeHsieTes Ans Kaxagoro Lykna
MLP kak OTpuuaTenbHbii KoHTponb. He nepeHocuTe dnakoHbl ¢ Bofol 13 oaHoM paboyelt 30HbI B Apyryto. [ins
n3beraHns KoHTaMUHaLWMKW CreayeT NCONb30BaTh PasHble (hiakoHbl C BOAOH ANS Pa3HbIX 30H.

NPUMEYAHUE: cm. Tabnuuy Ha nocneaHeii CTpaHuLe C ON1CaHNSIMU MeXOyHapOLHbIX CYMBOIIOB, UCTONb3yeMbIX
B UHCTPYKLMN U Ha 3TUKETKAX.
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Heobxopumbie maTtepumansl, He Bxogswme B Habop

+ Kommepueckuit Habop s akcTpakumm JHK

+ GakynbraTnBHO—LleHTpUdyra ¢ poTopom 1 agantepami Ans MHOTONYHOUHbIX NaHLLET.

* MukpoLeHTpudyra Anst MUKponpo6upok no 2 mn ans ucnonb3osanus npu 1500 — 3000 x g

+ Heobxoaumble CpeacTBa NINYHOM 3aLLMThI (TakWe, Kak NepyaTki, xanat u np.).

+ HakoHeuHuku 6e3 Hykneasbl, rmapodobHbIe.

+ CTepunbHble Mrkponpobupky ans npurotoenerus MLP-cmecy.

+ [osatopbl (5-1000 mkn); cneumranbHo BbigeneHHble Ans pabotsl ¢ MUP-cmecsto.

¢ 96- nnm 384-nyHouHbin MLIP-nnaHwWweT un nnéHka Ans 3aknenBaHus nnaHLweTa/kpbilka.

& + Auanuzatop Real-time PCR

(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard 1 Fast Mode),
Applied Biosystems® ViiA™ 7, Applied Biosystems QuantStudio 5, Agilent Mx3000P™,
Agilent Mx3005P™, Agilent AriaMx, Bio-Rad CFX96 Touch™, Bio Molecular Systems Mic gPCR Cycler,
QIAGEN Rotor-Gene (Tonbko 72-nyHouHblit potop), Roche LightCycler® 480 unu akeusaneHTHbie).
MNpumeyanme: nHctpymeHT Roche LC480 TpebyeT AONONHUTENbHBIX KanbpOBOYHbIX 11 NPOrPaMMHbIX
HacTpoek. TexHuyeckas noaaepxka IDEXX MoxeT npefocTaBuTb pykOBOACTBO AMNS UCMOMNb30BAHUS 3TOr0
WHCTpyMeHTa ¢ peareHTamm RealPCR.

MepbI npegoCcCTOPOXHOCTU U NpaBuna nabopaTopHOM PaboThI

* He ucnonkayitTe peareHTbl C UCTEKLUUM CPOKOM FOAHOCTM.

* Bcs pabota gomkHa npoBoauTLCS B CBOBOAHBIX OT HyKneasbl YCrioBysX.

* [pu paboTe ¢ peareHTamu 1 HyKMEWHOBBIMI KMCAIOTaMK UCMONb3yiTe nepyaTki Bes Tanbka.

¢ Yro6bl N36EXKaTh KOHTAMMHALI, UCTIONB3YITE OAHOPA30BblE HAKOHEYHWKY Be3 Hykneassl 1 ¢

aHTNasPO30MbHbLIM MOKPLITUEM, @ TaK e pasfennuTe 30Hbl Ans SKCTpakLmu, noarotosku k MLP
1 npoeaeHus MLP.

Boccranosnenue Cyxux PearentoB

[nsa BoccTaHoBneHus [eTekumonHoi cmec ASFV DNA Mix v MonoxutensHoro KoHTpons BHecuTe Boay ans
MUP o ykasaHHoro Ha émkocTu ¢ peareHToM o6béma. OctasbTe npu 18 go 26°C MuHMMyM Ha 10 MUHYT; nepen
NpYMEHeHNeM nepemeLLaiiTe 1 KopoTko LieHTpuddyrupyiiTe. Mocne BoccTaHoBneHus eTekumoHHon Cmecy v
[MonoxuTensHoro KoHTpons pasgenuTe 1x Ha COOTBETCTBYHOLLME anuKBOTbI U XPaHWUTE B 3aMOPOXEHHOM BUEE.
Pab6oTas ¢ 3aMmopoxeHHbIMI peareHTamu, CHavana octasbTe x npn 18 go 26°C npumepHo Ha 15 fo 30 MUHYT,
3aTeM akkypaTHO nepemeLLanTe 1 KopoTko LeHTpudyrupyiite (~1,500 — 3,000 x g).

& [pobonoaroroBka

ASFV DNA Mix 6bina BanuanpoBaHHa € UCMonb3oBaHMEM KOMMEPYECKIX HABOPOB ANs SKCTPaKLyMK, ykasaHHbIX
Huxe. [pyrue MeToabl SKCTPaKLUMM UK Nnanca MOryT BbiTb MCMONb30BaHHbI NOCNE BHYTpUNabopaTopHOil
Banuaaumu.

RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

Ecnv aHanua npoBoauTCS He cpasy ke nocne akCTpakuum, ounerHyo 1HK cneayet xpaHutb npu
Temnepatype <-15°C. OTpuLaeTbHbIA KOHTPONb SKCTPAKLMM PEKOMEHAYETCS UCCNeAoBaTh Kak
obpasel (noxHbI obpaseL).
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Mpoueaypa aHanusa

1

MpuroTonenue MLP-mukca.

+ [epemeLwuaitte oTTasBLMIA MacTep Mukc DNA MMx nepeBopaymBaHueM 1nm 0OCTOPOXHO Ha BOpTEKCE.
+ PactBop DNA MMx BecbMa BSi3kuii; BCerga nUneTupyinTe ero MeAneHHo.
+  [ns nogrotosky MLP-mukca pobasbte 10 Mkn aeTekupoHHoro pactopa ASFV DNA Mix 1 10 mkn Mactep Mukca

DNA MMX ans kaxaon peakuum.

+ [pu npurotoenerum MLIP-mukca cHayana BHocuTe B Npobupky AeTekumoHHbIi pactBop ASFV DNA Mix, a 3atem
nobaensiite mactep mukc DNA MMx. Heckonbko pa3 nuneTupyiite BBEpX U BHU3, YTOBbI CMbITb MAcTep MUKC

MMx ¢ HakOHeYHMKa.

+  AkKypaTHO NepemelLaliTe Ha BOpTekce. YBeanTech, 4To KOMMOHEHTbI TLLATENBHO NepeMeLLaHbI.
+ MegnnenHo BHecuTe MLP-muke Ha nnaHwet ans MLP.

MLP Mix MoxHo xpaHuTb npu Temnepatype oT 2 Ao 8°C B TeueHme 24 yacos unv o 2 Hegenb npu —25 o —15°C.

Obeperaiite OT cBETA.

Bhecute no 20 mkn MLP-Mu1Kca B HYXHOE KOMMYECTBO NYHOK Ha NMaHLueTe.

[lo6asbTe no 5 mkn 06pasua [AHK B nyHku. KoHeuHbI 06BbeM peaKLMOHHON CMecy CoCcTaBnseT 25 MK

B Kkaxaplit aHanm3 BKMKO4aiATe NONOXUTENbHbIA KOHTPOIb (5 MKIT) M OTPULATENbHBIA KOHTPOML (5 MKkn Bogs! Ans MLIP).

Hakpoitte/3akneiite nnaHLeT 1, npu HeOBXOAUMOCTI, KOPOTKO LIEHTPUYrupyiiTe, 4ToBbl 0CaaNTL COBEPKUMOE 1

136aBuTLCS OT Ny3bIPbKOB.

3anporpamMmupyiite amnnudmkatop B cootBeTcTBUM co CTanaapTHoit JHK/PHK Mporpammoii IDEXX RealPCR.

Hactpoitku gnst Reporter 1 Quencher

Llenb uccnegosanus Reporter

ASFV FAM™

BHyTpeHHMi KonTponb
(ISC/IPC) HEX™ (VIC)

lMaccuBHbIn PechepeHTHbIi

™
KaHan ROX

CrangaptHas AHK/PHK Mporpamma RealPCR*

Temneparypa
O6patHas TpaHcKpunLuust q
(RT) 50°C
[leHatypauus 95°C
95°C
Amnnudukaums*™
60°C

Quencher

BHQ®
(HeT)

BHQ
(Her)

He npumeHumo

Bpews VIKITbl
15 MuH. 1
1 MUH. 1
15 cek.

45
30 cex.

**YBeauTech, YTO TEPMOLMKIEP HACTPOEH Ha cYMTbIBaHMeE chntoopectieHLum npu 60°C Bo Bpems amnamndukaLmm.

Mpumeyanue: ans OHK muwerei, uccnenoBaxe MoxeT npoBoanTbes 6e3 atana "RT". OpHako atot "RT" atan
peKoMeHAYETCS AN PYTUHHOTO UCTIONb30BaHNS, YTO NO3BONSET Nerko BHeapuTb PHK TecTsl B pabounii npouecc.
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7  TposeauTe aHanu3s AaHHbIX

[Mpu HacTpoitke nporpamMmHoro obecneyeHus annapata, NPUCBOITE YHUKaMbHbINA MOEHTUGUKATOP ANS KaXaoN Lenu

11 BHYTPEHHEro koHTpons. Hanpumep, koraa Tectbl A v B NpoBOASATCA HA OAHOM NNaHLeTe, TO NyHKK TecT A OMKHbI

6bITb NPOaHaNN3MpOBaHbI HE3ABUCMMO OT NyHOK TecTa B. OBpaTuTech k pyKOBOACTBY MO 3KCMMyaTaLyi KOHKPETHOTO

MHCTPYMEHTA AN NOMyYeHUs CBEAEHNI O TOM, KaK aHanMaupoBaTh JaHHble. OBpaTuTech K pykoBOACTBY MO

11CMONb30BaHMI0 COOTBETCTBYIOLLErO Nprbopa Ans NonyveHust pekoMeHAaLmiA No aHanuay AaHHbIX. [ns ycTaHoBneHus

NOPOrOBOr0 3HAYEHNs UCMOMb3yiiTe HacTpoitky Auto Ct.

+ [lpu paBote ¢ cucremamm komnanum Agilent Mx3000P 1 Mx3005P yaocToBepbTeCh, YTO 1S aHan13a UCToNb3yeTcs
MeToZ hOHOBOW NOPOroBOW hryopecLEHLMN.

+ [ins nHctpymenta QIAGEN Rotor-Gene Bpy4Hyto ycTaHOBUTE NOPOroBOe 3HaueHme Bbille hoHa B NMHENHO dase
3KCMOHEHLManbHOI amnnudukaLm. 1o nyyiue BCero Aenatb Ha rpacukax BO BpeMs UX NpocMOTpa i HeoBXoanmo
NpOV3BOAMTD ANS KaHana, MCNomb3yemoro Ans LeTEKLUMOHHOro pacTeopa.

* WHcTpymenTbl Applied Biosystems— B HekoTopbIX ciTyaLsix aBTOMaTYeCKN YCTaHOBIIEHHOE NOPOroBOE 3HaYeHne
He NO3BONSIET NOMyYaTh YAOBMNETBOPUTENbHbIE PE3ynbTaThl. B Takux cutyaums ans onpeaenenus sennyntsl Ct
NOpOroBoe 3HaueHue HeobXoANMO YCTAHOBUTL BPYYHYHD. ITO MyuLle BCEro MOXHO cenaTb Npu NPOCMOTpe rpacukos
1 Heo6X0AMMO NOBTOPUTL A5 KaXAOr0 PenopTepa B AETEKLIMOHHOM pacTBOpE.

KEVITeEI/II/I [0CTOBEPHOCTH

FAM HEX (VIC)
Ct value Ct value
TMonoxuTenbHbIi
<38 <38
KoHTponb
OTpuLaTenbHbIit
Py Hert curHana Het curana
KoHTponb
8 WHTepnpeTauus pesynbtaToB
PesynbTat aHanusa CurHan Curtan

obpasua FAM HEX (VIC) [pyrve xapakTepucTuku
[MonoxutenbHoe 3Haderme Ct n xapakTepHas kpueas
amnnudmkaLmm no cpasHeHnto ¢ OTpuLaTenbHbIM
koHT. MLIP.

AYC-TonoxuTenbHbIN [a [la/Het Kpusasi amnnucukaLum Anst BHyTpeHHero
KOHTpONbHOro 06pasuia oxuaaetcs B kaHane HEX
(VIC); omHako Anst HEKOTOPbIX PE3KO NOMOKMTENbHbIX
no ASFV npob MoxeT 0TMeyaTbCs OTpULaTENbHbIN
pesyrbTar Ans BHyTpeHHero koHTpons.”
. Kpveas amnnudmkaLmm no kaHany BHyTpeHHero
AYC-OTtpuatensHbii Her Jla P L Y BHYTP

koHTpons HEX (VIC).

OtcyTeTBMe KPUBOI amnnnduKaLv B
HepneicTBuTenbHbI* Het Hert kaHanax FAM, u HEX (VIC) ykasbiBaeT
Ha HeAeNCTBUTENbHbII pe3ynbTar.

T[leTeKLMOHHbIN pacTBOP ONTUMM3WpPOBaH Ans oGHapyxeHns AHK Bo3byauTens AYC; BbIpaxeHo nonoxuTensHas
npo6a MOXET KOHKYPUPOBATb C BHYTPEHHUM KOHTPONbHBIM 06pa3Liom (ISC) 1 npuBecTi B €70 OTHOLLEHUN K
oTpuLaTenbHoMy pesynbTarty.

*HepeiicTBATENbHBIN Pe3yrbTaT aHanu3a obpasLia MOXeT yka3blBaTb Ha HenpaBuIibHOE J06aBNeHIe, SKCTpaKLMO
obpasLja u/munu owmbkv B nposeaerum MLP. PekomeHayeTcs nstukpatHoe passeaerue [IHK B Boze, npurogHoi

ans MUP, 1 npoBeAeH1e NOBTOPHOIO TECTUPOBAHMS; Takke BKNtounTe obpasel HepasseseHHon IHK. Ecnn Tect

no-NpexHeMy HeflelCTBUTENEH, PEKOMEHAYETCS NPOBELEHNE HOBOW 3KCTPaKLMK.
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[ns nonyyeHns TEXHUYECKON NOMOLLM:

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

IDEXX Europe Tel: +800 727 43399

O6patuteck a PernoHansHomy meHemkepy IDEXX unu gucTpubbiotopy, Unu noceTute Hal Beb-cait
idexx.com/contactlpd

*IDEXX, RealPCR and Test With Confidence siBnsitoTcs TOproBbIMM Mapkamu Ui 3apermcTpupoBaHHbIMM
ToproebiMu Mapkamu IDEXX Laboratories, Inc. unu ee ¢unuanos B CLUA n\wnm gpyrux ctpaHax. Bee
OCTarbHbIE Ha3BaHWs MPOLYKTOB W KOMNAHWIA, a TaKkKe NOroTUMbl SABNISIOTCS TOPrOBbIMI Mapkami UX
COOTBETCTBYHLUWX BnagenbLeB.

CocraB kpacutens B aToM npogykTe npogaetcs Biosearch Technologies, Inc. u 3awyiieH amepukaHckumi n
MMPOBbLIMW N0 3asBNEHHBIMW B NPUNOXEHUN NaTeHTamu. JTNLEH31s pacnpoCTpaHseTcs Ha NpUMEHeHNe B
BeTepuHapuu. He Ans ucnonb3oBaHns B 1abopaTopHOIt ANarHoCTuke Yenoseka.

WHcbopmaums o nateHTe: idexx.com/patents
©2022 IDEXX Laboratories, Inc. Bce npasa 3awmieHbi.
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MENU PRINT
Wersja polska

RealPCR* ASFV DNA Test

Wylacznie do uzytku weterynaryjnego

Nazwa i przeznaczenie

Test RealPCR ASFV DNA Test stuzy do wykrywania DNA wirusa afrykanskiego pomoru $win (ASFV)
wyizolowanego z surowicy, osocza, petnej krwi pobranej na EDTA, ptynu z jamy gebowej (oral fluid), tkanek
(ptuc, $ledziony, nerek, szpiku kostnego, weztéw chtonnych i migdatkéw) oraz wymazéw pochodzacych od $win,
w tym dzikow. Prébki mozna bada¢ w pulach do 20 sztuk. Pule zawierajace pojedyncza probke stabo dodatnig
(np.: 0 Ct > 32) moga uzyskac wynik ujemny wskutek efektu rozcienczenia probki w puli.

Uwaga: W Polsce stosowanie wymazéw jest ograniczone do wymazow Krwi.

Informacje ogéine

Wirus afrykanskiego pomoru $win jest czynnikiem chorobotwoérczym krwotocznego afrykanskiego pomoru
$win. ASFV to wysoce zakazny czynnik, ktory nawet przy objawach subklinicznych moze wciaz zakazac¢
guzce, dzikany zaro$lowe, jak rowniez kleszcze miekkie z gatunku Onrithodoros. Jako chorobe podlegajacq
obowiazkowi zgloszenia do Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE), zakazenie wirusem ASFV
charakteryzuje wysoki stopier zachorowalnosci i $miertelno$ci u $wir domowych. Kontrolowanie wybuchéw
epidemii zakazen wirusem ASFV zalezy w duzej mierze od wczesnego wykrycia wirusa. RealPCR ASFV DNA
Test to wysoce czuly i specyficzny test przeznaczony do wykrywania DNA wirusa ASF.

System testowy IDEXX RealPCR ma charakter modutowy, w ktérym specyficzne dla danej jednostki chorobowej
mieszaniny stuzace do wykrycia wirusa (target mix) faczy sie ze standaryzowanymi mieszaninami DNA lub RNA
(master mix) oraz pojedyncza kontrolg dodatnig testu. Poszczegoine odczynniki sa pakowane indywidualnie
oraz sprzedawane oddzielnie, aby umozliwi¢ wygodne i ekonomiczne postugiwanie sig nimi w laboratorium.

Mieszanina detekcyjna RealPCR ASFV DNA Mix (ASFV DNA Mix) zawiera startery i sondy stuzace do
wykrywania DNA ASFV powielanego z wykorzystaniem mieszaniny RealPCR DNA Master Mix (DNA

MMx). Wewnetrzna kontrola testu oparta jest na wykrywaniu w prébce badanej genomowej sekwencji DNA
konserwatywnej dla $wif. Na potrzeby tego protokotu ta genomowa sekwencja nazwana zostata wewnetrzng
kontrolg prébki (ISC). Wykrycie endogennego DNA w badanej probce weryfikuje etap dodania probki do
mieszaniny reakcyjnej, etap ekstrakcji oraz samej amplifikacji. Startery oraz sonda wykrywajace wewnetrzng
kontrole probki zawarte sa w zestawie w mieszaninie ASFV DNA Mix. Dostepna jest takze opcjonalna
wewnetrzna kontrola dodatnia RealPCR Internal Positive Control (IPC 2 v1.2). Nalezy uzywac jej, jesli stezenia
endogennego DNA gospodarza sg niskie lub jesli jego wystepowanie po ekstrakcji jest mato prawdopodobne
(jak np.: w probce paszy). IPC zawiera syntetyczng wersje ISC - $winskiej genomowej sekwencji DNA i dzigki
temu jest zgodna z mieszaning detekcyjng ASFV DNA Mix. Szczegotowe informacje znajdziesz w instrukcji
wewnetrznej kontroli dodatniej RealPCR Internal Positive Control (REF] 99-56330).
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Odczynniki i warunki ich przechowywania

llos¢ Przechowywanie . ;
Odczynnik/ Kolor b ol ) zl_ell(;rf:)aazglgl
informacje ogolne nakretki . 0 otrzymaniu czynnik po e
100 testow A rekonstytudj rozmrazania
RealPCR ASFV DNA Mix ' o o
(ASFV DNA Mix), Liofilizowana Zielony 1x1,0ml -25do 8°C -25do-15°C <6
99-56020

Rozpus¢ w 1 ml wody do testéw- PCR Grade Water. Mieszanine ASFV DNA Mix nalezy przechowywaé bez dostepu
Swiatta. Data waznosci na fiolce dotyczy zaréwno liofilizatu jak i formy rozpuszczonej. Na etykiecie fiolki z mieszaning
detekeyjng ASFV DNA Mix podano wersje kontroli dodatniej PC z ktérg odczynnik moze by¢ uzywany. Np. PC 2 v1.4
oznacza, ze mieszaniny detekcyjnej ASFV DNA Mix mozna uzywac z kontrola dodatnia w wersji PC 1.4 lub wyzszej.

RealPCR DNA Master Mix ) -25do -15°C
(DNA MMx) Fioletowy 1 1,0ml (dtugoterminowo)

99-56250

Stezona mieszanina Master Mix DNA zawierajaca polimeraze typu hot-start do stosowania razem z mieszaninami
detekcyjnymi DNA w systemie IDEXX RealPCR. Mieszanina Master Mix DNA jest bardziej lepka niz wigkszos¢
mieszanin tego typu — prosze zapoznac si¢ z opisem wykonania testu, aby stosowaé ten odczynnik wiasciwie.
Barwnik referencyjny (ROX) dodany do odczynnika stuzy normalizacii objetosci pobieranych pipeta. Mieszanine
DNA MMx nalezy chroni¢ przed $wiattem.

Nie dotyczy <6

RealPCR Positive Control,
Liofilizowana (PC)

99-56310

Rozpu$¢ w 500 ul wody do testéw- PCR Grade Water. Odczynnik PC zawiera kontrole dodatnie dla wszystkich
kierunkoéw badawczych testow IDEXX RealPCR oraz ich wewnetrznych kontroli ISC (w tym réwniez dla testu w
kierunku ASFV) i jest przeznaczony do stosowania ze wszystkimi mieszaninami detekcyjnymi IDEXX RealPCR.
Data waznosci na fiolce dotyczy zaréwno liofilizatu jak i formy rozpuszczonej. Odczynnik PC ma numer wersji

(np. v1.3). Wprowadzajac nowy test w systemie RealPCR, producent wprowadza do Kontroli Dodatniej sekwencje
dla danego kierunku badawczego, a numer wersji Kontroli Dodatniej wzrasta (na przyktad dotychczasowy numer
wersji v1.3 zostaje zmieniony na 1.4).

Niebieski 1 x 500 ul -25do 8°C -25do-15°C <6

Kontrola dodatnia PC zawiera sekwencje znacznikowa IDEXX Signature (unikalng sekwencje oligonukleotydow).
Wykrycie w badanej prébie pobranej z przestrzeni laboratorium obecno$ci sekwencji znacznikowej IDEXX Signature
wskazuje na kontaminacje $rodowiska kontrolg dodatnig PC. Laboratoria, ktore chcg monitorowac kontaminacje
przestrzeni laboratorium kontrolg dodatnia PC moga wykry¢ obecno$¢ sekwencji znacznikowej IDEXX Signature
uzywajac mieszaniny wykrywajacej RealPCR PC Tracker DNA Mix oraz mieszaniny master mix RealPCR DNA MMx.

RealPCR PCR Grade Water Bezbarwny  2x 1,0 ml -25do 8°C Nie dotyczy

99-56350

Woda do testéw PCR przeznaczona jest do stosowania w testach odwrotnej transkrypcji-PCR (RT-PCR). Stuzy do
rozpuszczania odczynnikéw stosowanych w reakcjach RealPCR. Stosowana jest takze jako kontrola ujemna PCR
w kazdym badaniu. Nie nalezy przenosi¢ tego odczynnika migdzy strefami roboczymi laboratorium PCR (strefa
przygotowywania mieszaniny reakcyjnej, izolacji, wykonywania testu PCR etc.). Aby unikna¢ ryzyka kontaminacji,
w kazdej strefie powinna znajdowac sie oddzielna, dedykowana fiolka wody do testow PCR.

wykonania oraz na etykietach odczynnikéw.
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Materialy niezbedne do wykonania badania, ale niedostepne w zestawie diagnostycznym
+ Komercyjny zestaw do ekstrakcji DNA
¢ Opcjonalnie: wiréwka z rotorem i adapterami na mikroptytki
+ Mikrowiréwka na probéwki o pojemnosci 2 ml osiggajaca przecigzenia 1500 — 3000xg
+ Odpowiednie ubranie ochronne (np.: rekawiczki bezpudrowe, fartuch)
+ Koncowki do pipet z filtrami, wolne od nukleaz
+ Jatowe mikroprobowki do przygotowywania mieszanin reakcyjnych do testu PCR
+ Pipety o pojemnosciach w zakresie 5 — 1000 ul; pipety przeznaczone wytacznie do przygotowywania
mieszaniny reakcyjnej PCR
+ 96- lub 384-dotkowe ptytki do PCR oraz folia do zaklejania lub pokrywki do ptytek
+ Termocyklery do testu real-time PCR
(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard i Fast Mode),
Applied Biosystems® ViA™ 7, Applied Biosystems QuantStudio 5, Agilent Mx3000P™,
Agilent Mx3005P ™ Agilent AriaMx, Bio-Rad CFX96 Touch™, Bio Molecular Systems Mic gPCR Cycler,
QIAGEN Rotor-Gene (wylacznie wirnik 72-dotkowy), Roche LightCycler® 480 lub sprzet rownowazny).
Uwaga: aparat Roche LC480 wymaga dodatkowej kalibracji i ustawien oprogramowania.
Dziat pomocy technicznej firmy IDEXX moze udzieli¢ instrukcji dotyczacych stosowania
instrumentéw wymienionych powyzej z odczynnikami RealPCR.

Zasady postepowania w laboratorium i ostrzezenia

* Nie uzywaj odczynnikow po uptywie daty ich waznosci

+ Wszystkie etapy badania nalezy wykona¢ w $rodowisku wolnym od nukleaz

+ Podczas pracy z odczynnikami i kwasami nukleinowymi nalezy uzywac rekawic gumowych, bezpudrowych

*Aby zapobiec kontaminacji krzyzowej nalezy na kazdym etapie pipetowania odczynnikow stosowac
kofcowki do pipet z filtrami, wolne od nukleaz oraz wydzieli¢ fizycznie miejsca pracy (oddzielne

pomieszczenia) do ekstrakcji kwasow nukleinowych, przygotowywania mieszanin reakcyjnych do
PCR oraz wykonywania samego testu PCR.

Rozpuszczanie odczynnikdw dostarczanych w postaci liofilizatow

Rozpus¢ liofilizat mieszaniny detekcyjnej ASFV DNA Mix oraz liofilizowang kontrolg dodatnig (PC), dodajac
do fiolek ilo$¢ wody do testow PCR okreslong na etykiecie odczynnika. Pozostaw w temperaturze 18 do 26°C
przynajmniej na 10 minut; doktadnie wymieszaj i lekko zwiruj przed uzyciem. Po rozpuszczeniu mieszaniny
detekcyjnej ASFV DNA Mix oraz kontroli dodatniej PC rozlej odczynniki w matych objeto$ciach do oddzielnych
probowek i zamroz. Przed uzyciem, zamrozone odczynniki nalezy rozmrozi¢ w temperaturze 18° do 26°C
przez okres od 15 do 30 minut, fagodnie wymiesza¢ oraz lekko zwirowa¢ (~1,500 — 3,000 x g).

Ekstrakcja DNA

Mieszaning detekcyjng ASFV DNA Mix zwalidowano z wykorzystaniem komercyjnych zestawow do
ekstrakcji podanych ponizej. Mozna stosowaé rowniez inne metody ekstrakcji, ale po uprzedniej ich
walidacji w warunkach laboratoryjnych.

RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

Jezeli analiza wyizolowanego DNA planowana jest w terminie pozniejszym, zaleca sig przechowywac probki
DNA w temp. ponizej —15°C. Zaleca sie w trakcie badania dotaczenie dodatkowej probki ($lepej) stanowigcej
kontrole ujemna ekstrakcji.
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Sposo6b wykonania oznaczenia

1 Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej PCR.

+  Wymieszaj rozmrozong mieszaning Master Mix DNA odwracajac fiolke Ilub tagodnie mieszajac na mieszadle.
+ Mieszanina Master Mix DNA jest lepka. Zawsze nalezy pipetowac ja powoli.
+ Dla kazdej badanej prébki nalezy zmiesza¢ 10 ul mieszaniny detekcyjnej ASFV DNA Mix i 10 I mieszaniny Master Mix DNA.

+  Przygotowujac mieszaning reakcyjng PCR, nalezy najpierw dodac¢ do proboéwki mieszaning detekcyjng ASFV DNA Mix,
a nastepnie mieszanine Master Mix DNA. Przeptucz koricowke pipety poprzez kilkakrotne pobranie i wypuszczenie
Master Mix DNA.

+ Delikatnie wymieszaj na mieszadle, aby zapewni¢ doktadne wymieszanie sktadnikéw.
+ tagodnie przenie$ pipeta mieszaning reakcyjng PCR na plytke PCR.

Mieszaning reakcyjng PCR mozna przechowywa¢ w temperaturze od 2 do 8°C maksymalnie do 24 godzin lub w
temperaturze od -25°C do —15°C maksymalnie do 2 tygodni. Chron przed $wiattem.

2 Nanie$ po 20 ul mieszaniny reakcyjnej PCR do odpowiedniej liczby dotkow phytki.

3 Dodaj po 5 ul badanego DNA do dotkéw z naniesiong weze$niej mieszaning reakcyjng PCR. Koricowa objeto$¢ reakcji
wynosi 25 ul.

4 Do kazdego badania wigcz Kontrole Dodatnig (5 ul) oraz kontrole ujemng PCR (5 ul wody do testow — RealPCR Grade Water).

5 Zakryj przykrywka lub zaklej plytke i jezeli istnieje taka potrzeba lekko odwiruj, celem usuniecia pecherzykéw powietrza oraz
osadzenia catej zawartosci na dnie dotka.

6 Wybierz w termocyklerze profil temperaturowy “IDEXX RealPCR Standard DNA/RNA".

Ustawienia dla reportera i wygaszacza

Cel Reporter Wygaszacz
ASFV FAM™ g)"r‘gf;’
Wewnetrz(rllsaé(/?ggfla Probki HEX™ (vIC) (Elrl%
Referencja bierna ROX™ Nie dotyczy

Profil temperaturowy IDEXX RealPCR* Standard DNA/RNA

Temperatura Czas Cykle
Odwrotna transkrypcja (RT) 50°C 15 min 1
Denaturacja 95°C 1 min 1
95°C 15s
Amplifikacja** 45
60°C 30s

**Qdczyt fluorescenciji powinien odbywac sie po etapie amplifikacji w temp. 60°C.

Uwaga: w przypadku badania wykrywajacego DNA w profilu temperaturowym nie jest konieczny etap odwrotnej
transkrypcji ,RT” RNA. Jednakze zaleca sig rutynowe stosowanie etapu ,RT” tak, aby do przebiegu badania w
termocyklerze mozna byto tatwo dotaczy¢ testy RNA.
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Analiza wynikow badania

Po skonfigurowaniu oprogramowania instrumentu kazdemu kierunkowi badania i kontroli wewnetrznej nalezy przypisa¢
niepowtarzalny identyfikator. Na przyktad, jesli na tej samej ptytce wykonywane jest badanie w kierunku A i B, dotki A
nalezy analizowac niezaleznie od dotkéw B. Uzyskane wyniki ocen w oparciu o instrukcje obstugi posiadanego urzadzenia.
Aby ustawi¢ warto$¢ progowa testu nalezy wybra¢ opcje automatyczna: ,Auto Ct setting”.

+ W termocyklerach Agilent Mx3000P oraz Mx3005P do analizy nalezy wybra¢ metode oznaczania progu fluorescencii
opartg 0 sygnat tfa (background-based threshold fluorescence metod).

+ QIAGEN Rotor-Gene nalezy recznie wyregulowat linie odciecia nad linig tta w liniowej fazie amplifikacji wyktadniczej.
Najlepiej jest to zrobi¢ na widoku wykresu logarytmicznego i nalezy to zrobi¢ dla kazdego produktu reporterowego w
badanej mieszaninie docelowej.

+ Termocyklery firmy Applied Biosystems - w pewnych sytuacjach opcja automatycznego ustawiania linii odcigcia nie
pozwala osiagna¢ prawidtowych wynikéw. W takich przypadkach konieczne jest reczne ustawienie linii odcigcia w
celu uzyskania wartosci Ct. Najlepiej jest to zrobi¢ na widoku wykresu logarytmicznego i nalezy to zrobi¢ dla kazdego
produktu reporterowego w badanej mieszaninie docelowe;.

Kryteria walidacji testu
Wartoé¢ Ct dla Warto$¢ Ct dla

FAM HEX (VIC)
Kontrola Dodatnia <38 <38

Kontrola Ujemna PCR Brak sygnatu Brak sygnatu

Interpretacja uzyskanych wynikéw

Wynik Sygnat Sygnat
badania FAM HEX (VIC Inne cechy
Dodatnia wartos¢ Ct oraz charakterystyczny
ksztalt krzywej amplifikacji w poréwnaniu do
kontroli ujemnej PCR.

Wykryto DNAASFV Tak TakiNie Spodziewana jest obecnosé krzywej amplifikacji
kontroli wewnetrznej w kanale HEX (VIC); w przypadku
probek silnie ASFV- dodatnich mozna jednak uzyskaé
ujemny wynik wewnetrznej kontroli probki (ISC).*

Nie wykryto DNAASFV Nie Tak ﬁrEZ))éV\(/{a/ I%Tpllﬁkaql dla kanatu kontroli wewnetrznej
Niewazny* Nie Nie Brak krzywej amplifikacji dla kanatow FAM

i HEX (VIC) oznacza wynik niewazny.

*Mieszanina detekcyjna jest zoptymalizowana pod katem wykrywania DNA ASFV; probka silnie dodatnia pod
wzgledem DNA moze zaktéci¢ detekcje kontroli wewnetrznej.

*Niewazny wynik badania probki moze wskazywa¢ na btad techniczny nanoszenia probki, ekstrakcji iflub reakcii
PCR. Zaleca si¢ wykonanie pigciokrotnego rozcienczenia badanego DNA w wodzie do testow PCR i powtdrzenie
badania razem z prébka nierozcieniczonego DNA. Jezeli wynik badania nadal jest niewazny zaleca sie ponowne
przeprowadzenie ekstrakcji.
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Pomoc techniczna:

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

IDEXX Europe Tel: +800 727 43399

Skontaktuj sie z regionalnym przedstawicielem IDEXX, dystrybutorem firmy IDEXX badz odwiedz strone internetowa;
idexx.com/contactlpd

*IDEXX, RealPCR i Test With Confidence sg znakami towarowymi lub zastrzezonymi znakami towarowymi firmy
IDEXX Laboratories lub spotek zaleznych w USA illub innych krajach. Wszystkie inne produkty i nazwy firm oraz
logo s znakami towarowymi ich wiascicieli.

Barwniki wykorzystane w niniejszym produkcie sg sprzedawane na licencji firmy Biosearch Technologies, Inc.
i sg chronione patentami w USA i na $wiecie (juz wydanymi lub zgtoszonymi). Licencja dotyczy zastosowan
weterynaryjnych. Produkt nie jest przeznaczony do diagnostyki in vitro u ludzi.

Informacje o patentach: idexx.com/patents
©2022 IDEXX Laboratories, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.
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Deutsche Version

RealPCR* ASFV DNA Test

Nur zum tierarztlichen Gebrauch

Bezeichnung und Verwendungszweck

Der RealPCR ASFV DNA Test wird zum Nachweis von DNA des Afrikanischen Schweinepest Virus (ASPV)
verwendet. Dabei wird die ASPV-DNA aus Serum, Plasma, EDTA-Blut, Speichelfliissigkeit, Gewebe (Lunge,
Milz, Niere, Knochenmark, Lymphknoten und Tonsillen) und Tupferproben von Schweinen einschliesslich
Wildschweinen extrahiert. Die Proben kénnen in Pools von 20 getestet werden. Eine einzelne schwache
Probe pro Pool (z. B. Ct > 32) kann aufgrund des Verdiinnungseffekts in der Sammelprobe zu einem
negativen Ergebnis fiihren.

Allgemeine Hinweise

Das Afrikanische Schweinepest Virus ist der Erreger der hdmorrhagischen Afrikanischen Schweinepest
(ASP). Das ASP-Virus weist eine hohe Kontagiositét auf, wobei eine persistente Infektion von
Warzenschweinen und Buschschweinen mit subklinischen Symptomen erfolgen kann. Dariiber

hinaus fungieren Lederzecken der Gattung Onrithodorosals als Ubertréger des Virus. Die Afrikanische
Schweinepest ist eine bei der Weltorganisation fiir Tiergesundheit (OIE) anzeigepflichtige Tierseuche.

Das ASP-Virus ist bei Hausschweinen durch eine hohe Morbiditdt und Mortalitét gekennzeichnet. Die
Bekdmpfung von ASPV-Ausbriichen beruht in erheblichem MaBe auf einer frithen Erkennung des Virus. Der
RealPCR ASFV DNA Test ist eine hochempfindliche und spezifische Methode zum Nachweis viraler DNA.

Das IDEXX RealPCR Testsystem ist modular aufgebaut und kombiniert einen krankheitsspezifischen
Target-Mix mit einem standardisierten DNA- oder RNA-Master-Mix. Die Reagenzien sind einzeln verpackt
und werden separat verkauft, um eine flexible Handhabung zu erméglichen.

Der RealPCR ASFV DNA Mix (ASFV DNA Mix) enthdlt Primer und Sonden fiir den Nachweis von ASFV-DNA,
welche mithilfe von RealPCR DNA Master Mix (DNA MMx) amplifiziert wurde. Die interne Kontrolle fiir

den Test basiert auf dem Nachweis von endogener Schweine DNA in der Probe und wird in diesem
Protokoll als interne Probenkontrolle (Internal Sample Control, ISC) bezeichnet. Mittels Detektion endogener
DNA in der Testprobe werden Zugabe, Extraktion und Amplifikation der Probe kontrolliert. Die Primer und
die Sonde fiir den Nachweis der internen Probenkontrolle sind im ASFV DNA Mix enthalten. Die ebenfalls
erhdltliche optionale RealPCR Internal Positive Control (IPC, Version = v1.2) sollte verwendet werden,
wenn die endogene Host-DNA nur in geringer Menge vorhanden ist oder nach Extraktion maglicherweise
nicht vorhanden sein wird (wie zum Beispiel bei Futterproben). Die IPC enthdlt eine synthetische Version der
Schweine ISC-DNA-Zielsequenzen und ist deshalb mit dem ASFV DNA Mix kompatibel. Die Produktbeilage
zur RealPCR Internal Positive Control (BEF 99-56330) enthdlt hierzu ndhere Anweisungen.
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Materialien und Lagerung

\dentifzerung/ Menge Lagerung Gefrier/
entifizierun efrier-
AIPALEICIY Kappenfarbe
Allgemeine Hinweise Nach der Auftauzyklen
100 tests Nach Erhalt Pale i
RealPCR ASFY DNA Mix Gin  1x1,0m  -25bis§C  -26bis-16C <6

(ASFV DNA Mix), (Iyophilisiert)
99-56020

Mit PCR-Wasser auf 1 ml auffiillen. Den ASFV DNA Mix an einem dunklen Ort aufbewahren. Das auf dem Flaschchen
angegebene Verfalldatum gilt sowohl fiir die lyophilisierte als auch fiir die rekonstituierte Form. Das ASFV DNA Mix
Etikett zeigt die PC Version an, welche mit dem Target-Mix kompatibel ist. Zum Beispiel bedeutet PC > 1.4, dass
der Target-Mix mit der PC Version 1.4 und allen Versionen groBer als 1.4 verwendet werden kann.

RealPCR ) -25 bis —15°C .
DNA Master Mix (DNA MMx) Lila 1x1,0ml entféllt <6

(Langzeitlagerung)
99-56250

Der konzentrierte Master Mix enthdlt eine ,Hot-start’ Polymerase zur Verwendung mit DNA-Target-Mix im
IDEXX RealPCR System. Der DNA MMx weist eine hohere Viskositét als die meisten Master Mix-Produkte auf.
Im Abschnitt Testverfahren sind Empfehlungen fiir die Handhabung aufgefihrt. Fiir die Normalisierung von
Volumenungenauigkeiten wurde ein Referenzfarbstoff (ROX) hinzugefiigt. Der DNA MMx muss vor Licht
geschiitzt werden.

RealPCR Positive Control,
(PC) (lyophilisiert)

99-56310

Mit PCR-Wasser auf 500 ul auffiillen. Die PC enthélt alle IDEXX RealPCR und ISC-Zielsequenzen (einschlieBlich
der Zielsequenzen fir ASFV) und kann mit jedem IDEXX RealPCR Target-Mix verwendet werden. Das auf dem
Flaschchen angegebene Verfalldatum gilt sowohl fiir die lyophilisierte als auch fiir die rekonstituierte Form. Die
RealPCR PC hat eine Versionsnummer (z.B. V 1.3). Sobald ein neuer Target-Mix fiir die RealPCR Produktlinie
entwickelt wird und Zielsequenzen zur PC hinzugefiigt werden, dndert sich die PC Version

(zB.V1.3wirdzuV 1.4).

Die PC umfasst die IDEXX Signature (eine einzigartige Oligonukleotidsequenz). Die Anwesenheit von
IDEXX Signature im Arbeitsbereich lasst auf eine PC Kontamination schliessen. Fiir Laboratorien, die
die PC Kontamination im Arbeitsbereich iiberwachen mdchten, kann die IDEXX Signature mittels
RealPCR PC Tracker DNA Mix und RealPCR DNA MMx detektiert werden.

Blau 1x500 ul -25 bis 8°C -25 bis -15°C <6

RealPCR
PCR Grade Water

99-56350

Das ultrareine Wasser (RealPCR PCR Grade Water) wurde zum Gebrauch fiir die reverse Transkriptions-PCR
(RT-PCR) validiert. Es wird fiir die Rekonstitution eines RealPCR-Target-Mix und fiir die Positivkontrolle verwendet.
Es wird auch als PCR Negativkontrolle bei jeder Testdurchfiihrung verwendet. Die PCR-Wasserrohrchen

diirfen nicht von einem zum anderen PCR-Arbeitsbereich iibertragen werden. In jedem Arbeitsbereich separate
Wasserrohrchen verwenden, um ein Kontaminationsrisiko zu vermeiden.

Farblos 2x1,0ml —25 bis 8°C entfallt

Hinweis: Am Ende dieser Gebrauchsinformation befindet sich eine Tabelle, welche die im Text und auf den
Etiketten verwendeten Symbole erlautert.
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Nicht enthaltene, erforderliche Materialien

¢ Im Handel erhéltliches DNA-Extraktionskit

Optional—Zentrifuge mit Rotor und Adapter fiir Multiwell-Platten

» Mikrozentrifuge fiir 2 ml Mikroréhrchen (1500 bis 3000 x g)

* Geeignete personliche Schutzausriistung (z. B. Schutzhandschuhe, Laborkittel)

* Nukleasefreie, aerosolbesténdige Pipettenspitzen

« Sterile Mikrordhrchen fiir die Zubereitung der PCR-Gemischs

* Pipetten (5-1000 ul), welche ausschlieBlich fiir die Herstellung des PCR-Gemischs bestimmt sind
* 96- oder 384-Well-PCR-Platten mit optisch klaren, selbsthaftenden Folien/Plattenabdeckungen

& ¢ Echtzeit-PCR-Gerat

(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard und Fast Mode),
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 (nur 72-Well-Rotor), Roche LightCycler® 480 oder gleichwertig).

Hinweis: Beim Roche LC 480 sind zusétzliche Kalibrierungs- und Software-Einstellungen ndtig.

Der IDEXX Technische Support Service kann Hilfestellung fiir die Benutzung der weiter oben

erwéhnten Gerdte mit den RealPCR Reagenzien geben.

Laborpraktiken und Warnhinweise

« Die Reagenzien nicht nach ihrem Verfalldatum verwenden.

» Das gesamte Verfahren muss unter nukleasefreien Bedingungen durchgefiinrt werden.

* Bei der Arbeit mit den Reagenzien und Nukleinsduren puderfreie Handschuhe tragen.

 Zur Vermeidung einer Kreuzkontamination stets nukleasefreie, aerosolbesténdige Pipettenspitzen
verwenden und die Arbeitsbereiche fiir die Extraktion/Handhabung der Nukleinsdure sowie das
Einrichten und Durchfiihren der PCR voneinander abgrenzen.

Rekonstitution der trockenen Bestandteile

Der ASFV DNA Mix und die PC miissen mit Wasser rekonstituiert und auf das Volumen, das auf dem Etikett
angegeben ist, aufgefiillt werden. Das Gemisch bei 18 bis 26°C mindestens 10 Minuten stehen lassen,

vor der Verwendung mischen und kurz in der Mikrozentrifuge zentrifugieren. Nach der Rekonstitution des
Detektionsgemischs und der Positivkontrolle die bendtigten Aliquote herstellen und die Losungen gefroren
aufbewahren. Die gefrorenen Komponenten bei 18 bis 26°C etwa 15 bis 30 Minuten lang auftauen, vorsichtig
mischen und kurz in der Mikrozentrifuge zentrifugieren (~1.500 — 3.000 x g).

DNA Extraktion

Der ASFV DNA Mix wurde mittels der unten aufgefiihrten kommerziellen Extraktionsverfahren validiert.
Es konnen aber auch andere im Labor validierte Extraktions- oder Lyseverfahren verwendet werden.

RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

Wird der Test nicht sofort nach der DNA-Extraktion durchgefiihrt, muss die aufgereinigte DNA bei
<-15°C aufbewahrt werden. Es wird empfohlen, eine negative Extraktionskontrolle (Scheinprobe)
als Probe mitzufiihren.
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Testverfahren

1

Herstellung des PCR-Gemischs .

« Den aufgetauten DNA MMx durch Schiitteln oder mittels Vortexmischer vorsichtig mischen.

« Der DNA MMXx ist eine viskose Losung; immer langsam pipettieren.

 Das PCR Gemisch durch Mischen von10 ul ASFV DNA Mix und 10 ul DNA MMx herstellen.

e Zur Hestellung des PCR-Gemischs zuerst ASFV DNA Mix und danach DNA MMx in das R6hrchen pipettieren.
Mehrmals auf- und abpipettieren, um die MMx-Pipettenspitze zu spiilen.

« Die Losung sanft durch Umdrehen oder auf dem Vortexmischer durchmischen, um sicherzustellen, dass alle
Bestandteile gut durchmischt sind.

¢ Das PCR-Gemisch langsam in die PCR-Platte pipettieren.

Das PCR Gemisch kann bei 2 bis 8°C bis zu 24 h oder bei —25 bis —15°C bis zu 2 Wochen aufbewahrt werden
Vor Licht schiitzen.

Mit einer Pipette 20 ul des PCR-Reaktionsgemischs in die entsprechende Anzahl von Wells der Multiwell-Platte pipettieren.

Jedem Well 5 ul der Proben-DNA zugeben. Das endgiiltige Reaktionsvolumen betragt 25 ul.

Fir jeden Lauf wird eine PC (5 ul) und eine PCR-Negativkontrolle (5 ul PCR-Wasser) mitgefihrt.

Die Platte abdecken. Falls notwendig, die Platte kurz zentrifugieren, damit sich der Inhalt absetzen kann
und Luftblasen entweichen konnen.

Den Thermal Cycler mit IDEXX RealPCR Standardeinstellung fiir DNA/RNA Cycling Programm einrichten.

Einstellungen fiir Reporter und Quencher

Target Reporter Quencher
™ BHQ®
ASFV FAM (keine)
™ BHQ
Interne Kontrolle (ISC/IPC) HEX™ (VIC) (keine)
Passive Referenz ROX™ entfallt

RealPCR Standard DNA/RNA Cycling Programm

Temperatur Dauer Zyklen
Reverse Transkription (RT) 50°C 15 Min 1
Denaturierung 95°C 1 Min 1
95°C 15 Sek
Amplifikation** 45
60°C 30 Sek

**Sicherstellen, dass das Instrument richtig eingestellt ist, um die Fluoreszenz nach dem bei 60°C durchgefiihrten
Amplifikationsschritt aufzuzeichnen.

Hinweis: Das Cycling Programm kann fiir den DNA Nachweis ohne den ,RT* Schritt gefahren werden. Es wird jedoch
empfohlen, dass der ,RT* Schritt routinemaBig genutzt wird, so dass RNA Tests miihelos in den Arbeitsablauf integriert
werden kénnen.

DE-4 RealPCR* ASFV DNA Test



7 Analysieren der Daten

Bei Einstellung der Gerétesoftware eine eindeutige Zuordnung zu jedem Target und jeder internen Kontrolle herstellen.
Wenn z.B. Target A und Target B auf einer Platte aufgetragen wurden, muss Well A unabhéngig von Well B analysiert
werden. Anleitungen zur Datenanalyse der Gebrauchsanleitung des jeweiligen Geréts entnehmen. Zur Bestimmung

des Schwellenwerts die Auto Ct Einstellung wahlen.

« Agilent Mx3000P und Mx3005P- fir die Analyse die "background-based threshold fluorescence"

Methode benutzen.

* QIAGEN Rotor-Gene-Gerét— die Schwellenlinie in der linearen Phase der exponentiellen Amplifikation manuell
iiber den Hintergrund adjustieren. Das funktioniert am besten mit Logview-Plots und sollte fiir jeden Reporter

des Target-Mix' wiederholt werden.

 Applied Biosystems Gerdte— in bestimmten Situationen produziert die ‘auto threshold' Einstellung keine
zufriedenstellenden Resultate. In diesen Féllen ist ein manuelles Adjustieren des Schwellenwerts erforderlich,
um die Ct Werte zu ermittlen. Das funktioniert am besten mit Logview-Plots und sollte fiir jeden Reporter des

Target-Mix' wiederholt werden.

Validitétskriterien

FAM Ct-Wert  HEX (VIC) Ct-Wert
Positive PCR-Kontrolle <38 <38
Negative PCR-Kontrolle  Kein Signal Kein Signal

8 |Interpretation der Ergebnisse.

Testergebnis FAM Signal HEX (VIC) Signal
ASFV-DNA )
positiv Ja Ja/Nein
ASFV-DNA )
negativ e Ja
Ungiltig* Nein Nein

Andere Merkmale

Ein positiver Ct-Wert und eine charakteristische
Amplifikationskurve im Vergleich zur PCR
Negativkontrolle.

Eine Amplifikationskurve fiir die interne Kontrolle
im HEX (VIC) Kanal ist zu erwarten; es kdnnen
jedoch einige stark ASFV-positive DNA- Proben
ein negatives Ergebnis fir die interne Kontrolle
aufweisen.”

Amplifikationskurve im HEX (VIC) Kanal fir die
interne Kontrolle.

Das Fehlen einer Amplikationskurve in den
FAM und HEX (VIC) Kandlen zeigt ein
ungiiltiges Resultat an.

Die Target-Mix-Reagenzien wurden fiir die Detektion von ASFV DNA optimiert; eine stark positive DNA Probe kann

durch Kompetition die Detektion der internen Kontrolle verhindern.

*Eine ungiiltige Probe kann auf eine falsche Probenzugabe, Extraktion und/ oder PCR zuriickzufiihren sein. Es wird
empfohlen die DNA 5-fach in PCR Wasser zu verdiinnen und erneut zu testen; die unverdiinnte DNA als Probe
mitfihren. Sollte der Test immer noch ungiiltig sein wird eine erneute Extraktion empfohlen.

RealPCR* ASFV DNA Test
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Technische Unterstiitzung:

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

IDEXX Europa Tel: +800 727 43399

Kontaktieren Sie Ihren lokalen IDEXX-Vertreter oder besuchen Sie unsere Webseite: idexx.com/contactipd

*IDEXX, RealPCR und Test With Confidence sind Marken oder eingetragene Marken der IDEXX Laboratories
oder ihrer Tochterunternehmen in den Vereinigten Staaten und/oder in anderen Landern. Alle anderen
Produktnamen, Firmennamen und Logos sind Marken ihrer jeweiligen Eigentiimer.

Die in diesem Produkt enthaltenen Farbstoffe werden unter der Lizenz von Biosearch Technologies Inc.
verkauft und sind unter US und internationalen Patenten oder Patentanmeldungen geschiitzt. Die Lizenz
erstreckt sich auf veterindr-diagnostische und nicht auf human-diagnostische Anwendungen.

Patentinformationen: idexx.com/patents
©2022 IDEXX Laboratories, Inc. Alle Rechte vorbehalten.
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MHEEER

© ZWMAE

RealPCR ASFV DNA X FIE A A FH M (EIEEF3) Mm%, m3g. EDTA-HUEM.
ORsFhR. AR (BAE. BRAE. B AE. B8E. WMELE. FRHE) MR FRRIEASFVRY
DNA. RGN A0 REHMm. HTREGHBRENE, HREPSH A FHMREERN
(B1InCt > 32) AT REF=EPAIELER

g

JEMIBERS (ASFV) B3R HMMIEMNBEENFRE. ER—MSELENFER, TS
BEsE. T, SRR SRE, SIRTISKAER. EA—Mit R D EEA (OF) ;R 2
B, ASFY MREMESLREMSRTE. 25 ASFV BIRLRBTRENEHLI
RealPCR ASFV DNA Test {2 {# 7 — S S EME HFF AR 7 %

IDEXX RealPCR Rt —HMiEHRILIASE, S BMFREMNENRESER. tRELE DNA
8 RNA fIf 18FUR A —E R S MR . KARSMERMHEEN, ERFELE
FOFEED

RealPCR DNA Mix (ASFV) @14 a1l ASFV DNA 93| #1F0iREt, 324 RealPCR DNA
Master Mix (DNA MMx)—#24/ 18 . %SRRI MSHE&E (ISC) 253t s MM DNA
&t EABANRNEENASHERRE, BEERNRM. RGN 1EEE. ISC K514
FERETL RBT NN ASFV DNA Mix i, B—4 a1%#Y RealPCR Internal Positive Control
(IPC>v1.2) A AF Y MEEREE DNA AIRBE S BRI EREHERLT. IPCE—K
ALERMERASHRS DNA F5, FELtEgS ASFV DNA Mix HCEE . EMERIESEI
BE 3 "RealPCR Internal Positive Control" (Ref 99-56330) .
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HE 5% _
—me e o | R
1003k 5236 Uhg:]:nf SRzE 25
RealPCR ASFV DNA Mix %@ 1x1.0mL  2588C  -255-15°C <6

(ASFV DNA Mix), FHF
99-56020

A1 mLPCR Hoki#tiTER. BRREF. FTRSHERFHIXFR R SMORAR—E.
ASFV DNA Mix i{ I &£ B8R PC lRAF SN EER SR —B. flm, PC2vI 45m 2 E
B & 35 e 1 PR Y PC MA@ > 1.4

RealPCR DNA Master Mix —25%-15°C
(DNA M) e Ix1omb e )

99-56250

IR B S IDEXX RealPCR R4t DNA i BB MM AR A . DNA MMx 5k
BB ESRSEMHOLEEN . Sibp (ROX) MFMAT LR PCR BRMHRER.
LR -

N/A <é

RealPCR Positive Control, .

A

% (PC) Ee
99-56310

FA500 pL PCR ok i#i7E 8. PC 2 IDEXX RealPCR FiE#&illiR & R AT & Mg B By 2 E #n
ASHRNEER (G& ASFV BHER). FTFREMEABHIRFIRRHL SMIKRALN—
. IDEXX RealPCR HHEAE (Ebanv1.3). % RealPCR =& B RIEM T #=MAT, #EHRERE
B FFISRNE IDEXX RealPCR #, 1HRzH) PC MIMRAS ST (bin, vI.3EH AV 4.

PC & &— 557 IDEXX Signature, ATAFHRNMTEXIBRESR PC 195 HXRERHFT
PC j5eahlsiml, w{E A RealPCR PC Tracker DNA Mix.

1 x500 pL -25%)8°C -25%8)-15°C <é

RealPCR PCR Grade Water & 2x1.0mL -25%8°C N/A
99-56350

PCR k& A F 4% PCR (RT-PCR). HATAFIRFMER. LRPHIFAMESRE. % PCR IIE
KB M#HITREMA PCR RokHI%%H. ABRINITHE, FELEXEIEEBTERAIK.

EE: FS AR RTAIRE, T RIS ERE LE ARSI,
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* EM{LEY DNA RELRFIE
* AE-FHETFHEON, ERATFEILIN
o MAEELH (EATF2 MLEOE, #E A 1500 - 3000 x g)
s BHMANMAMPESE (NMFE. THRS)
o TixEREE . AR SIARITRMB R K
s HEEZPCRMix EEBLE
o Rk (5-1000 pL), fiE##& PCR mixagE ARk
o 96783847 PCR 4R FnEf 5 f&
& ° &M Real-PCR {88

(Applied Biosystems® 7500, Applied Biosystems® 7500 Fast System (Standard #n
Fast Mode), Applied Biosystems® ViiA™ 7, Applied Biosystems QuantStudio 5,
Agilent Mx3000P™, Agilent Mx3005P™, Agilent AriaMx, Bio-Rad CFX96é Touch™,
Bio Molecular Systems Mic gPCR Cycler, QIAGEN Rotor-Gene ({0i& AF727L&F).
Roche LightCycler® 480 & H fth) .

iEE: Roche LC480 (X B HEEFIMNIBEFIRHFIRE

IDEXX#5 AR BR 55 AT L 4 £ i 28 5RealPCR X K9 IR IR S -

L EAEIEET

* DRI

© BMIRBETRBME TG TH#T.

 BIERXFMRERAEETHFE.

© BRINEE, BREEATKRE. $HSARRROBREERS, FHRR.
432, PCRIZEM PCR ik % R 5 R FF -

FTiR IR RE

HRIBR FIFR 15 80 F§ PCR Z 47k 3%+ ASFV DNA Mix #1 Positive Control #4758 5&. 1§k FI%E
182|26°C B BZ D104, B5). RENBELRER. TEERENRFISERLERE.
LERLFIRFIET, E18226°CEEN15-300 it {TRit, FEAZHRFRSIFHHITHR
BFE3.0 (1500-3000Xg) .

& DNA 1REL
fEATRE RIREURFIZRT, ASFV DNAMix 2. BEXREWIEFN, HittayigEL
RFAEMABAEELIERD.
RealPCR DNA/RNA Magnetic Bead Kit (IDEXX)
RealPCR DNA/RNA Spin Column Kit (IDEXX)
MagMAX Pure- 96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo)
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
High Pure PCR Template Prep Kit (Roche)

HRIELELIYT G, AIFRAMDNANEE <-15°CIRE TR, HEFERERIME
(eI fR) RIRHE AREAR
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1 PCRMix fy k&
* &8k /5 A9 DNA MMx B 8138 518542 SRR BE -
* DNA MMx 2—fh#5 iR, 152 2REL.
o PCRMix #%&: B4 KMEZ10 L ASFV DNA Mix #110 uL DNA MMXx.

o & PCRMix B, i55EEB OB RN ASFV DNA Mix, ZEE A DNA MMX,

FANREY DNA MMX B9 Sk R EIRIRJLR, BRI Sk BRI £ 3BT H -
o FIRRRRE, RERGHS.
° Z1Bihl¥ PCR Mix N A2 PCR iR

HE20 min{ NN PCRiR, RAIZE2ZI8°CIREF24/NRE, FE-258]-15°CRIREF2E. FBARTE.

HE/FLA A 20 pL PCR Mix.

EFMERILAIMAS ULt DNA. R RIHILRFAZE25 pL.

BRI EE R L Positive Control (5 pL) 1 PCR FE1£33E8 (5 uL PCR k).

HiE, BEEC, FERILASE.

D | o | AW DN

#R4% IDEXX RealPCR DNA/RNA {BIFi2FIEE.

RS B R R A RIS

Bi% 1R EDE 3

ASFV FAM™ BHS®
g eeva
SRR ROX™ N/A

RealPCR* #x DNA/RNA § 1#78 Fr

BE it i8] B
REFE (RT) 50°C 15 min ]
Tt 95°C 1 min 1
95°C 155
g 45
60°C 30s

THRIRLEHRBERECOCH MR FIERTAES.

8- DNA #R AT R#T RNA'RT I8, (BREWEMET RT SR,
itk RNA SE3E AT 1L 5 DNA SE38 FIRT 4T -
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BFES.
SR EMATA
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8 “E¥E
HEER FAM &2  HEX (VIC) &8 ity
5 PCR [EXifRiftt, ML R EH CHAERN
ASFV DNA BRI
B " a/x B FEIES 7 HEX (VIC) B A 4 ;
{B2 £ ERMAE ASFV DNA HE T 82 55
AN S R RS
A % 5 HEX (VIC) to $Bi8 R ALY i 4.
PR = = FAMFIHEX (VIC) i@E i St & R T

HMEER
T;Egg‘g%ﬁﬁﬁﬁEﬁtftlﬁ)ﬁ?—*ﬁi)ﬂ.UASFV DNA; s2pRIERY DNA @A S 5N S Rz
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TR RIRRAERFIN RIS PCR IR ATREH LIS RE. 1238 A PCR Zooki§ DNA #5585 fE R,
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