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URUN KODU: 50CEH108

PCRun Canine Ehrlichia Molekiiler Tespit Kiti, canine
tam kanindan ya da kemik iliginden alinan DNA’da
kopek Ehrlichia Canis’in tespit edilmesi igin kullanilir.
Bu kit akut enfeksiyonlarin tesbitinde kullanilir. Kit
icinde testi kolayca ve dogru olarak gerceklestirmek
icin gereken tiim bilesenleri igerir.

PCRun, 16s rDNA geninin kismi sekilde izotermal
amplifikasyonuna dayanan bir molekiler analizdir.
Kitin amaci, Ehrlichia Canis’in kalitatif tespitidir. Kit,
uyumlu st blogu (Heat Block) ile galismak Gzere
tasarlanmistir.

m Depolama 2-25 C (oda sicakhgr veya
sogutucuda)

m Dogrudan glines i1sigindan koruyun.

m Ambalaj etiketinde belirtilen son kullanma
tarihinden sonra kullanmayiniz.

m Dondurmayin!

Onlemler:

m PCRun testi numune (zerinde dogrudan

kullanima uygun degildir. Kiti kullanmadan once
uygun bir nukleik asit ekstraksiyon (¢cikartim) metodu
kullanilmalidir.

DNA’nin kontamine

test

m Reaksiyona  giren

olmasindan  kaginmak igin yuratilirken
laboratuvar muayene eldivenlerinin giyilmesi gerekir.
L] PCRun ™

paketlerinden yalnizca kullanmadan Once agin ve

Reaksiyon tliplerini muhirlenmis
paketinden ¢ikarin.

m Kullanilmamis PCRun reaksiyon tiiplerini
desikatorler (nem alici) birlikte orijinal aliiminyum
ambalajina geri koyun. Bant ile hava almayacak
sekilde kapatin.

m Ambalaj veya bilesenler zarar gormisse kiti

kullanmayin.

m Bu kitteki her bir bilesen yalnizca spesifik bir
parti numarasiyla kullanima uygundur. Bilesenlerin
kalite kontroll yapilmis ve standart parti numaralari
olarak onaylanmistir. Farkh parti numaralarina sahip
bilesenleri karistirmayin.

m Reaksiyon tiliplerinin tasinmasi ve imhasinda
biyolojik ve molekiler atiklar igin belirtilen kabul
edilmis aritma proseddrlerini kullanin.

Ehrlichia,
gOsteren,

hematopoietik hiicreler igin tropizm
Gram negatif kosobasillez obligat bir

hicreigi bakteridir.

Kopek monositik ehrlichiosis (CME) 6ncelikle E.Canis

kaynakli olup temel kaynagi kene Rhipicephalus

sanguineus'dur (1).

CME, o6lumcil bir hastalik potansiyeline sahip olup
dogru tedaviyi baslatmak igin erken teshise ihtiyag
duymaktadir.

Ehrlichiosis, 8 ila 20 giin inkibasyon periyodu ile
karakterize edilir ve onu akut, subklinik ve bazi
durumlarda kronik faz izler.

Trombositopeni, E.canis ile enfekte olan kdpeklerin
en yaygin ve tutarll hematolojik anormalligi olarak
disundlir; ancak hastalik, depresyon, letarji, kilo
kaybi, anoreksi, ates, lenfadenomegali, splenomegali
ve kanamali diasez gibi ¢ok cesitli klinik bulgulan
gosterebilir .

Akut evrede trombositopeni, hafif anemi ve hafif
I6kopeni subklinik evrede hafif trombositopeni ve
siddetli kronik evrede pansitopeni goruldr.

Hipoalbiminemi, hiperglobulinemi ve

hipergaminoglobulinemi baslica biyokimyasal

anormalliklerdir (2).

Hafif klinik bulgulari olan veya akut safhada olan
kopekler, tedavi baslandiktan 24-48 saat sonra klinik
ve hematolojik parametrelerde dramatik bir diizelme
gosterirken, kronik ehrlichiosis kopekler kot bir
prognoza sahiptir.

Tani koymak igin laboratuvar testlerinin ile birlikte
klinik bulgular ve hasta ge¢misi birlikte degerlendirilir.
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Teshis
incelenmesi, indirekt floresan antikor (IFA), enzime

testleri, kan yaymalarinin  mikroskopik
bagh immunosorbent tahlili, ELISA ImmunoComb ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler

analizleri igerir.

Kan monositlerinde morfullerin varligini mikroskobik
yontemle dogru olarak belirlemek icin deneyim

gereklidir.

Patojen bulgulari gegcicidir, ancak gozlemlenirse bir
tani dogrulanabilir.

Serum antikorlari enfeksiyon baslangicindan en erken
7 glin sonra tespit edilmistir, ancak bazi kopekler
enfeksiyondan 28 giin sonrasina kadar seropozitiflige
sahip olmayabilir.

klinik
antikorlarinin gelismesinden 6nce ve bazi vakalarda
akut
oldugunda (bagisikliklari baski altinda) antikor test

Hastaligin bulgulari  genellikle  serum

enfekte olmus kopekler immiinosipresif

sonuglari negatif olabilir.

Serum titreleri, bir serum 6rneginde bulunan antikor
miktarini yansitir; bununla birlikte, titreler her zaman
enfeksiyon siresiyle veya hastaligin ciddiyetiyle iliskili
degildir. Ehrlichia'ya karsi yikseltilmis antikorlarin,
patojenlere maruz kalmanin glicli bir gostergesi
olduguna dikkat edilmelidir.

PCRun klinik
serokonversiyondan dnce tespit edebilir.

molekiiler analizi hastalig

American College of Veterinary Internal Medicine’nin
molekiler analizin tedavi edilmemis hayvanlarda
ehrlichiosis'in baslangi¢ tanisi icin seroloji ile birlikte
kullanilmasi konusunda konsensiis olusmustur.

Buna ek olarak, PCR tedavi safhalarinin izlenmesi ve
antimikrobiyal terapi sonrasi tedavinin izlenmesi igin
kullaniimalidir. (3)

Bilesenler icerik Miktar
Altiminyumpaket 8 adet tekli PCRun lyofilize 1
No. 03CEH100 reaksiyon tipl

Tespit cihazi Aliiminyum pakette tek 10

kullanimlik niikleik asit tespit

No. 03100010 .
kiti

Tek kullanimlik plastik kapiler 1

Kapiller Tipler

| No. 03200020 | tiipler 20 pI¥ |

* Aerosol bariyer uglar olan yiksek dogrulukta

laboratuvar pipetleri plastik pipetlerin  yerine
kullanilabilir
[ Biogal PCRun Numune Preparati

m 0,2 PCR tipleri ile uyumlu 60 C isty1 slirdlren
1st blogu (Isi blogu Biogal tarafindan tedarik edilebilir)

[ Sayag¢

m Klglk makas

m ince uglu kalici kalem

m Koruyucu laboratuvar eldivenleri

Kit, PCRun Numune Preparat Kiti (Cat. No: 30PRE108)
kullanilarak, 50 | tam kandan ya da kemik iliginden
elde edilen nikleik asitin tespit edilmesi icin
uygundur. Kan oérnekleri EDTA, heparin veya sodyum
nitrat icine toplanabilir. Kan antikoagilanlarinin PCR
reaksiyonlarinda 6nemli bir etkisi vardir, bu nedenle
tlp Uzerinde belirtildigi seviyede optimal hacimdeki

kanin toplanmasi 6nemlidir.

En iyi sonucun elde edilmesi icin, PCRun ile kullanilan
numune ve hazirlanmis DNA ekstratlarinin yeni
alinmis/hazirlanmis olmasi tavsiye edilir.

Aksi belirtilmedigi stirece, 6rnekler ve DNA ekstratlari
24 saate kadar 2-8 C'de veya daha uzun sireler igin
-20 C'de tutulabilir.

l. Analiz icin galisma alanini temizleyin. Calisma
alani, 1:10 oraninda su ile seyreltilmis (%3,5)
¢amasir suyu ile temizlenmelidir.

[I.  Analizle alakah tim kisimlari hazirlayin:

Elde edilen DNA 6rnegi

. Reaksiyon tliplerini iceren paket
e 20 1 hacminde kapiler tiipler

* ince uglu kalici kalem

II. Ist blogunu ag¢in ve 60 Cye ayarlayin. Blok
istenen sicakliga ulastiginda reaksiyonu baslatin.
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IV.  PCRun seridini koruyucu ambalajdan gikarin.

Ortamin  kuru kalmasini  saglamak igin
kullanilmamis tipleri aliminyum zarfa koymayi
veya bantla sikica kapatmaya dikkat edin. Sekiz
tekli reaksiyon tupi bosluk saglayan ince bir
plastik parga ile tutturulmustur. Kigiik ve temiz
bir makas kullanmak, kapaklari zedelemeden
istenen sayida tlpl ayirmanizi saglar. Tlpleri
nazikce zemine vurun ve kigclk beyaz tanecigin
tlpin dibinde olup olmadigina bakin.

V. Tip kapaklarini numuneleri tanimlamak igin
anlasilir sekilde etiketleyin.

VI.  Reaksiyon tiplerinin kapaklarini tek tek

dikkatlice acin. 20 | tek kullanimhk kapiler tiip

kullanarak, reaksiyon tiptine PCRun™ Numune

Preparat kiti ile ekstrat edilmis 20 (| dlgeginde

DNA uygulayin. Kapiler

tamaminin  PCRun ™

bosalttiginizdan emin olun. Tupd, icindeki sivinin

tlipteki icerigin

reaksiyon tlipline

dibe ¢okmesi icin zemine hafifce wvurun.
Tanecigin ¢ozilmesini saglamak icin karisimi 1
dakikaligina oda sicakhginda inkiibe edin.

VIl. Reaksiyon tlpinil, onceden isitiimis bloktaki
(60° C) uygun delige yerlestirin ve tam olarak 1
saatligine inkilbe edin. Tuplin kapagini
inklibasyon sirasinda veya sonra agmayin.

VIIl. inkiibasyon siiresinin sonunda (1 saat) tiipi

iIsitma blogundan c¢ikarin ve tek kullanimlik

nikleik asit tespit cihazi ile hemen analiz edin.

Her test icin bir adet tek kullanimhk niikleik asit tespit
cihazi gerekir. Tespit cihazini agin tim bilesenleri
cikarin. Cihaz iki plastik parcadan olusur; plastik
tampon ampuli iceren Amplicon Kartusu ve yanal
akis seridi iceren Tespit Boslugu (Sek. 1).

l. Ampulin icinde sivi oldugundan emin olun.

Il.  Her boslugu numune ID’ si ile isaretleyin.

[Il.  PCRun™ reaksiyon tlplinin kapak boélimina,
tampon ampulinin yanindaki genis alan ile
hizalayin. Reaksiyon tipinid Amplicon Kartusa
tutturmak icin hafifce baski uygulayin (Sek. 1).

V. Amplicon Kartusu ikiye katlayin ve kapatin.
Kartusu Tespit

Bosluguna yerlestirin.

Yerlestirirken ampuliin asagl dogru baktigindan

ve boslugun kolundan uzak bir sekilde
yerlestiginden emin olun.

V.  Cihazi kilitlemek igin kolu asagi dogru itin.

VI.  Sonuglar gérmek icin 15-30 dk. bekleyin. 30
dakikayi

gecersizdir.

gecirdikten sonra alinan sonuglar

Kartusu kapatin

Reaksiyon tiipiinii Amplicon
kartuguna yerlestirin. \

Reaksiyon tiipini Tespit Alanina
yerlegtirin

"
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Cihazi Kapatin

Kilitlenene kadar sikica bastinn  sonuclar okuyun

Gegerli test durumunda kirmizi kontrol seridi ortaya
cikmalidir. Hem negatif hem de pozitif sonuclarda
kontrol gizgisi gorunmelidir. (Sek. 2):

l. Pozitif Sonug — Ustteki kontrol cizgisi ve alttaki
test cizgisi olmak Uzere iki ¢izgi belirir. Kontrol
cizgisi ve test cizgisinin gériinmesi képek veya
kedi Parvovirlsliniin var oldugunu belirtir.

Il.  Negatif Sonu¢ — Tek kontrol cizgisi gorinir.
Yalnizca kontrol cizgisinin gériinmesi, DNA’ da
kopek veya kedi Parvovirtsiniin bulunmadigini
veya kopya sayisinin tespit limitinin altinda
oldugunu gosterir.

Sek. 2

Kontrol Cizgisi —3» (C
TestGizgisi —> T

Positif Negatif Gecersiz Sonuglar

Yeni astlanmis hayvanlar pozitif PCR sonuglarina sahip
olabilecegi icin pozitif kan PCR’ 1 tek basina parvoviral
enfeksiyon tanisi icin yeterli degildir. Tanilama, hasta
gecmisi, klinik belirtiler, laboratuar parametreleri ve
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PCR testi sonuglarinin  kombinasyonlarina gore
yapilmaldir.

PCRun, saf DNA’ daki hedef genin 10° kopyasini tespit
edebilir.
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