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PCRUN FELINE MYCOPLASMA MOLEKULER TESHIS KIiTi

URUN KODU: 30FMH108

PCRun ™ Feline Mycoplasma Molekiler Tayin
Kiti, kedi DNA'da
Mycoplasma saptanmasi igin

kanindan izole edilen
hemofelisinin
akut

saptanmasi icin kullanilabilir. Ani ve dogru test

tasarlanmistir. Kit, enfeksiyonlarin
yapmak icin gereken tek kullanimlik bilesenleri
icerir.

PCRun, 16s rDNA geninin bir kisminin izotermal
cogaltiimasina dayanan molekiler bir testtir.
Mycoplasma hemofelisinin nitel  olarak
saptanmasi i¢in tasarlanmistir. Bu kit, uyumlu bir

1si blogu ile kullaniimak Gzere tasarlanmistir.

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

m Dogrudan giinesisigindan 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 nikleik asitekstraksiyon(gikartim) metodu
kullaniimalidir.

DNA'nin  kontamine

test

m Reaksiyona  giren

olmasindan  kagcinmak igin yaratalirken
laboratuvar muayene eldivenlerinin giyilmesi gerekir.
n PCRun

paketlerinden yalnizca kullanmadan oOnce agin ve

Reaksiyon tiplerini  muihirlenmis
paketinden ¢ikarin.

m Kullanilmamigs 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.

Hemotropik mikoplazmalar, hiicre duvarlari

bulunmayan ve eritrositlerin dis zarlarina

yakinhk  gosteren Gram negatif parazit
bakterilerdir. Kedilerde (g tiir tespit edilmistir:
M. haemofelis, Candidatus M. haemominutum
ve Candidatus M.turicensisl. Hemolitik Feline
(FIA)  'nin

hemofelisidir

Enfeksiydz Anemi etken ajani,

Mycoplasma (eskiden
Haemobartonella felis olarak siniflandirilirdi).
Organizma kan smearlarinda kiglk (0.3-0.8 um)
kokoit cisimler olarak, bazen 3-6 organizmanin
kisa zincirlerini olusturmus olarak gortlebilir. M.
hemomfelis'in neden oldugu hemolitik anemi,
Feline Losemi Virlisi enfeksiyonu gibi altta yatan
bir hastalik tarafindan bastirilmadikc¢a, genellikle

rejeneratif 6zelliktedir.

Parazitemi, epizodiktir ve parazit yikin artig
durumlarda hematokrit seviyelerinin dismesi
arasinda dogrudan baglanti vardir. Degisken

parazitemiden oturi organizmalar

incelenen bir kan oOrneginde c¢ok fazla, nadir

veya saptanamayabilir.

iletim, bit, pireler, keneler ve sivrisinek gibi
eklembacakli vektoérler yoluyla veya enfekte kan
transferi (kan transflizyonlari veya kontamine
igneler veya cerrahi aletlerin kullanimi) yoluyla
Kediler
davranisla iliskili dikey enfeksiyon ve dogrudan

gerceklesebilir. arasindaki  agresif
bulasma bildirilmistir. M. haemofelis ile enfekte
olan kedilerin cogu asemptomatik tasiyici olur ve
stres altindayken hastaligin hafif versiyonlarini

yeniden olustururlar.?
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Akut hasta kedilerde makrositer  ve
normokromik rejeneratif anemi en yaygin
belirtidir. Hastallk semptomlari soluk mukus

membranlar,, splenomegali, uyusukluk,
anoreksiya, depresyon, kilo verme ve gli¢cstizlUg
icerir. Klinik bulgularin ortaya ciktigi kedilerde
hematokrit degerler genellikle normalin% 50'si
kadardir. Ates,

kedilerde ortaya cikarken kronik olarak enfekte

bazi akut enfeksiyonu olan
olan kedilerde donemseldir. Bu etkenle enfekte
olan kedilerde baska hastaliklar ve hastalik
bulgularida mevcut olabilir. Taslyict donemde
kediler yillarca klinik olarak normal goriinebilir
ve organizma kan dolasiminda nadiren
saptanabilir. Erken teshis ve uygun tedavi, iyi bir

prognozun anahtaridir.

Laboratuvar onayi geleneksel olarak kirmizi kan

hicrelerinin  sitolojik  degerlendirilmesi ile

saglanir. Yanls negatif sonuclar meydana
gelebilir, clinkli enfekte hiicrelerin sayisi kanda
hizli bir sekilde dalgalanir ve enfeksiyon kolayca
gozden kacabilir.Ayrica Mycoplasma spp.nin iyi
boyanmamis preparatlarda boya kalintilarindan
dizglin bir  sekilde ayirt edilmesi icin de
deneyimli bir goz gereklidir; Bu nedenle yanlis
PCRun
(PCR),

Subjektif mikroskopik kan yayma tanimlama

pozitif sonuclar yaygin olarak gorulir.
gibi polimeraz zincir reaksiyonlari
yonteminden daha fazla 6zgillik ve duyarllikla
PCR

organizmanin bulunmadigl 6rnekte patojenleri

gelistirilmistir. reaksiyonlari, hiicrede
tespit edebilirken dislik parazitemili kedilerin

belirlenmesinde de yarali bir teshis aracidir.

Bilesenler icerik Miktar
Altiminyumpaket 8 adet tekli PCRunlyofilize 1
No. 03EMH100 Mycoplasma reaksiyon tiipii
Tespit cihazi Aliiminyum pakette tek 10
No. 03100010 kullanimlik niikleik asit tespit

) kiti
Kapiller Tupler Tek kullanimlik plastik kapiler 1
No. 03200020 tiipler 20 ul*

* Aerosol bariyer uglari olan yiiksek dogrulukta

laboratuvar pipetleri plastik pipetlerin yerine
kullanilabilir.
[ BiogalPCRun Numune Preparati

m 0,2 PCR tupleri ile uyumlu 60° C isiyi slirdiiren
1si blogu (Is1 blogu Biogal tarafindan tedarik edilebilir)

[ Sayag

m Kiguk makas

n ince uclu kalici kalem

m Koruyucu laboratuvar eldivenleri

Kit, PCRun Numune Preparat Kiti (Cat. No: 30PRE108)
kullanilarak, 50 pl 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 seviyedeoptimal hacimdeki

kanin toplanmasi 6nemlidir.

En iyi sonucun elde edilmesi icin, PCRun ile kullanilan
numune ve hazirlanmis DNA ekstratlarininyeni
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
] Reaksiyon tliplerini iceren paket

20 ul hacminde kapiler tupler
® ince uglu kalici kalem

. lsi Blok
istenen sicakliga ulastiginda reaksiyonu baslatin.
IV.  PCRunseridini
Ortamin

blogunu acin ve 60C’ye ayarlayin.

koruyucu ambalajdan gikarin.

kuru kalmasini  saglamak icin
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VI.

VII.

VIII.

kullanilmamis tupleri aliminyum zarfa koymayi
veya bantla sikica kapatmaya dikkat edin. Sekiz
tekli reaksiyon tupi bosluk saglayan ince bir
plastik parga ile tutturulmustur. Kiiciik ve temiz
bir makas kullanmak, kapaklari zedelemeden
istenen sayida tlpl ayirmanizi saglar. Tlpleri
nazikce zemine vurun ve kiglk beyaz tanecigin
tlipin dibinde olup olmadigina bakin.

Tip kapaklarini numuneleri tanimlamak igin
anlasilir sekilde etiketleyin.

tek tek
dikkatlice agin. 20 u | tek kullanimhk kapiler tip

Reaksiyon tuplerinin  kapaklarini
kullanarak, reaksiyon tiipiine PCRun™ Numune
Preparat kiti ile ekstrat edilmis 20 u | dlgeginde
DNA

tamaminin

uygulayin.  Kapiler
PCRun ™
bosalttiginizdan emin olun. Tupd, icindeki sivinin

tipteki icerigin

reaksiyon tlipline

dibe ¢O6kmesi icin zemine hafifce wvurun.
Tanecigin ¢ozilmesini saglamak icin karisimi 1
dakikaligina oda sicakhginda inkiibe edin.

Reaksiyon tiliplinli, Onceden isitilmis bloktaki
(60° C) uygun delige yerlestirin ve tam olarak 1
inkibe edin.

saatligine Tipin

kapaginiinkiibasyon sirasinda veya sonra
agmayin.

inkiibasyon siiresinin sonunda (1 saat) tlpi
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 ampulii iceren Amplicon Kartusu ve yanal

akis seridi iceren Tespit Boslugu (Sek. 1).

Ampulin iginde sivi oldugundan emin olun.

Her boslugu numune ID’ siile isaretleyin.
PCRun™ reaksiyon tiipiiniin kapak bélimind,
tampon ampuliiniin yanindaki genis alan ile
hizalayin. Reaksiyon tlipiini Amplicon Kartusa
tutturmak igin hafifce baski uygulayin (Sek. 1).
Amplicon Kartusu ikiye katlayin ve kapatin.
Kartusu Tespit Bosluguna yerlestirin.
Yerlestirirken ampuliin asagl dogru baktigindan
kolundan uzak bir

ve boslugun sekilde

yerlestiginden emin olun.

V.

VI.

Cihazi kilitlemek igin kolu asagi dogru itin.

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

gecirdikten sonra alinan sonuglar
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Reaksiyon tiplnu Amplicon Kartusu kapatin
kartuguna yerlestirin \

Reaksiyon tiplnu Tespit Alanina
yerlegtirin
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Cihazi Kapatin Kilitlenene kadar sikica bastinn
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Sonuglan ckuysin

Gegerli test durumunda kirmizi kontrol seridi ortaya

cikmalidir. Hem negatif hem de pozitif sonuclarda

kontrol gizgisi gorinmelidir. (Sek. 2):

Pozitif Sonug- Ustteki kontrol cizgisi ve alttaki
test cizgisi olmak Uzere iki ¢izgi belirir. Kontrol
cizgisi ve test cizgisinin gorinmesi kopek veya
kedi Parvovirlstiniin var oldugunu belirtir.
Negatif Sonug- Tek kontrol gizgisi gorinir.
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

Herhangi bir teghis testinde oldugu gibi,
PCRun ™ Molekuller Tayin Seti ile elde
edilen  sonuclar, tim klinikk ve
laboratuvar bulgulari dikkate alinarak
yorumlanmalidir.  Antibiyotik  tedavisi
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gbren hayvanlar muhtemelen olumsuz
bir PCR sonucu gbsterecektir

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