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URUN KODU: 30CLI108/50CLI108

PCRun Canine Leishmania Molekiler Tespit Kiti, kopek
tam kanindan ya da kemik ilig§inden alinan DNA’da
Leishmania infantum’un tespit edilmesi igin kullanilir.
Kit icinde
gerceklestirmek icin gereken tiim bilesenleri igerir.

testi kolayca ve dogru olarak

PCRun,
izotermal amplifikasyonuna dayanan bir molekiler

kinetoplastid DNA geninin kismi sekilde
analizdir. Kitin amaci, Leishmania infantum’un kalitatif
tespitidir. Kit, uyumlu 1si blogu (Heat Block) ile
calismak Uzere tasarlanmistir.

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

m Dogrudan giines 1sigindan koruyun.

m Ambalaj etiketinde belirtilen son kullanma
tarihinden sonra kullanmayiniz.

m Dondurmayin!

Onlemler:

m PCRun testi numune (zerinde dogrudan

kullanima uygun degildir. Kiti kullanmadan énce uygun

bir nilkleik asit ekstraksiyon (¢ikartim) metodu
kullaniimalidir.

m Reaksiyona  giren  DNA’nin  kontamine
olmasindan kacinmak icin test ylrGtilirken

laboratuvar muayene eldivenlerinin giyilmesi gerekir.
n PCRun ™
paketlerinden vyalnizca kullanmadan 06nce agin ve

Reaksiyon tiplerini miihirlenmis

paketinden gikarin.

n Kullanilmamis PCRun reaksiyon tiiplerini
desikatérler (nem alici) birlikte orijinal aliminyum
ambalajina geri koyun. Bant ile hava almayacak
sekilde kapatin.

m Ambalaj veya bilesenler zarar gormisse Kkiti

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.

Leishmaniasis, Trypanosomatidae ailesinde
siniflandirilan parazitlerin neden oldugu protozoanin
enfeksiyonundan kaynaklh dnemli bir vektoér kaynakli
hastaliktir.

vektorler gibi davranan kum sinekleri tarafindan

Leishmania spp. genellikle biyolojik
dolayl olarak konakgilar arasinda iletilir. Memeliler,
uzun siireli asemptomatik olarak enfekte olabilirler ve
klinik tedaviden sonra da genellikle kronik olarak
enfekte kalirlar. Subklinik olarak enfekte olmus
hayvanlar Leishmania'yt kum sinekleri ile ve ayni
zamanda kan nakli ve

transplasental yolla

bulastirabilirler.

L. infantum insanlarda genellikle viseral bir hastalik
olarak siniflandirilir, ancak képeklerin genelde viseral
ve kutanéz tutulumu vardir. Canidaelerin L.infantum
icin ana bulasma kaynagl oldugu bildirilmistir ve
kopekler, bu dongilerinin

parazitin  yasam

korunmasinda rol oynayan en Onemli tdrddr.
Képeklerde L. infantum igin bildirilen kulugka siiresi iig

aydan yedi yila degisir.

Bazi kopeklerde hayvanin enfekte olmasindan kisa
sire sonra siddetli klinik bulgular ortaya gikarken ;
diger bazi kdpeklerde hastalik asemptomatik kalir,
bazi vakalarda aseptomatik hal 6miir boyu kalir. Bu
hayvanlarda, 6zellikle bagisikliklari bastirildiklarinda,
herhangi bir zamanda belirtiler goérulebilir. Hastalik
genellikle yavas ilerlerler.

subklinik  bir
sinirlayan hastalik veya kendini sinirlamayan klasik

Leishmaniasis, enfeksiyon, kendini

siddetli hastalik olarak ortaya gikabilir.

Tipik olarak kopeklerde leishmaniasis ile iliskili ana
klinik bulgular cilt lezyonlaridir. Uyusukluk, istahsizlk,
semptomlar,anemi,

agirhk  kaybi gibi degisken

splenomegali ve lokal veya genel lenfadenopati bu tip
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bir enfeksiyona eslik edebilir. Oliimle sonuglanan
kronik bobrek hastaligi L. infantum enfeksiyonlari ile
ortaktir. Polimiyozitli eroziv veya non-erozif poliartrit,
ilerleyici kas atrofisine yol agabilir.

Leishmaniasis, kanda boyanmis makrofajlarda
amastogotlarin direkt mikroskobik olarak gézlenmesi
ile, oktler graniilomlar, lenf nodundan toplanan doku
ve kemik iligi aspiratlarinin yani sira lezyonlardan
yapilan cilt kazisi ile tespit edilebilir. Ancak bazen
parazitlerin 6rnekte dlstk sayilarda olmasindan

dolayi bu yontemle teshis saptanamamaktadir.
Leishmania spp. Cesitli ortamlarda kaltiir yapilabilir,
ancak in vitro kultlirde teshis icin 5-30 glin gereklidir.
Serolojik olarak Dolayli Floresan Antikor Testi (IFAT),
Enzim Bagh immunosorbent Testi (ELISA) ve cesitli
aglutinasyon yontemleri mevcuttur. Semptomatik
olarak enfekte olmus kopeklerin ¢ogu seropozitiftir,
ancak asemptomatik olarak enfekte olmus hayvanlar
ya da lokalize cilt lezyonlari olan hayvanlarda tespit
edilebilir antikor titreleri bulunmamaktadir. Polimeraz
(PCR )in

kombinasyon halinde kullanilan klasik mikroskopi ve

zincir reaksiyonu tek basina veya

kiltlir tekniklerine gore daha fazla hassas oldugu

™

gosterilmistir. PCRun ™, Leishmania'yl tespit etmek

icin hassas bir yontemdir.

Bilesenler ierik Miktar
Aliiminyumpaket 8 adet tekli L eishmania 1
No. 03CLIL00I PCRun lyofilize reaksiyon

tlipi
Tespit cihazi Aliiminyum pakette tek 10
No. 03100010 k.ul.lanlmllk niikleik asit tespit

kiti
Kapiller Tapler Tek kullanimhk plastik kapiler 1
No. 03200020 tlpler 20 41 1*

* Aerosol bariyer ucglar olan yiksek dogrulukta

laboratuvar pipetleri plastik pipetlerin  yerine
kullanilabilir
[ Biogal PCRun Numune Preparati

m 0,2 PCR tiipleri ile uyumlu 60 Cisiyi sirdlren isi
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 niikleik asitin tespit edilmesi igin uygundur.
Kan 6rnekleri EDTA, heparin veya sodyum nitrat icine
PCR
reaksiyonlarinda dnemli bir etkisi vardir, bu nedenle

toplanabilir. Kan antikoagilanlarinin
tlip Gzerinde belirtildigi seviyede optimal hacimdeki
kanin toplanmasi 6nemlidir.

En iyi sonucun elde edilmesi igin, 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 ¢alisma alanini temizleyin. Calisma
alani, 1:10 oraninda su ile seyreltilmis (%3,5)
camagsir suyu ile temizlenmelidir.

II.  Analizle alakal tim kisimlari hazirlayin:

Elde edilen DNA 6rnegi
e  Reaksiyon tiiplerini iceren paket

20 I hacminde kapiler tipler
e ince uclu kalici kalem

[Il.  Isi blogunu acin ve 60 C'ye ayarlayin. Blok istenen
sicakhga ulastiginda reaksiyonu baslatin.

V. PCRun seridini koruyucu ambalajdan cikarin.
Ortamin  kuru  kalmasini  saglamak igin
kullanilmamis tlipleri aliminyum zarfa koymayi
veya bantla sikica kapatmaya dikkat edin. Sekiz
tekli reaksiyon tupl bosluk saglayan ince bir
plastik parga ile tutturulmustur. Kiiglik ve temiz
bir makas kullanmak, kapaklari zedelemeden
istenen sayida tlUpU ayirmanizi saglar. Tipleri
nazik¢ce zemine vurun ve kiglk beyaz tanecigin
tlpln dibinde olup olmadigina bakin.

V. Tip kapaklarini numuneleri tanimlamak igin
anlasilr sekilde etiketleyin.

VI.  Reaksiyon

tiplerinin  kapaklarini  tek tek

dikkatlice acin. 20 | tek kullanimhk kapiler tiip
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kullanarak, reaksiyon tiipiine PCRun™ Numune
Preparat kiti ile ekstrat edilmis 20 (| 6lceginde
DNA
tamaminin

uygulayin.  Kapiler tlpteki icerigin
PCRun ™

bosalttiginizdan emin olun. Tiipd, icindeki sivinin

reaksiyon tipine
dibe ¢cokmesii¢in zemine hafif¢e vurun. Tanecigin
¢Ozulmesini saglamak igin karisimi 1 dakikahgina
oda sicakhginda inkiibe edin.

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

VIIl. inkiibasyon siiresinin sonunda (1 saat) tiipi
iIsitma blogundan ¢ikarin ve tek kullanimhk

niikleik asit tespit cihazi ile hemen analiz edin.

Her test i¢in bir adet tek kullanimlik niikleik asit tespit
cihazi gerekir. Tespit cihazini a¢in tim bilesenleri
cikarin. Cihaz iki plastik pargcadan olusur; plastik
tampon ampuli iceren Amplicon Kartusu ve yanal akis
seridi iceren Tespit Boslugu (Sek. 1).

l. Ampulin iginde sivi oldugundan emin olun.

Il.  Her boslugu numune ID’ si ile isaretleyin.

[Il. PCRun™ reaksiyon tlipunin kapak bolimin,
tampon ampulliiniin yanindaki genis alan ile
hizalayin. Reaksiyon tlipiini Amplicon Kartusa
tutturmak igin 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.  Cihaz kilitlemek icin kolu asagi dogru itin.

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

gecersizdir.

gecirdikten sonra alinan sonuglar

Kartugu kapatin

Reaksiyon tupiini Amplicon
kartuguna yerlestirin. \

Reaksiyon tiplni Tespit Alanina
yerlestirin

)

*\*[u\ﬂ’

Cihazi Kapatin

m
- H

Kilitlenene kadar sikica bastirin Sonuglari okuyun

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

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

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

Sek. 2
Kontrol Gizgisi —3»(C
TestGizgisi —> T
Positif Negatif Gegersiz Sonuglar

Yeni astlanmis hayvanlar pozitif PCR sonuclarina sahip
olabilecegi icin pozitif kan PCR’ 1 tek basina parvoviral
enfeksiyon tanisi icin yeterli degildir. Tanilama, hasta
gecmisi, klinik belirtiler, laboratuar parametreleri ve
PCR
yaptimahdir.

testi sonuglarinin  kombinasyonlarina gore

PCRun, saf DNA’ daki hedef genin 10% kopyasini tespit
edebilir.
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Daha fazla bilgi ve yardim almak igin Iutfen Tirkiye distribitéri (MediCare) veya Biogal Galed Labs ile
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