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NÁVOD NA POUŽITIE

	Názov vet. prípravku
	:
	Bovine Spongiform Encephalopathy – Scrapie Antigen Test Kit, EIA

HerdChek BSE- Scrapie Ag



	Výrobca
	:
	IDEXX Laboratories Inc., One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092, USA.



	Držiteľ rozhodnutia
	:
	IDEXX EUROPE B.V., P.O. Box 1334 

2130 EK Hoofddorp, Holandsko



	Popis prípravku     
	:
	Test na in vitro detekciu BSE a klusavky s prítomnosťou PrPSc.



	Druh obalu
	:
	Súprava s mikrotitračnými platničkami a reagenciami.



	Druh zvierat  
	:
	Hovädzí dobytok a malé prežúvavce (ovce, kozy).



	Charakteristika
	:
	 IDEXX HerdChek* test na bovínnu spongiformnú encefalopatiu (BSE)- scrapie antigén testovacia súprava je založená na princípe enzýmovej imunoanalýzy (EIA) na detekciu abnormálnej konformácie bielkovinného priónu (PrPSc) v post mortem mozgovom tkanive (obex prednostne) hovädzieho dobytka a malých prežúvavcov (ovce a kozy) napadnutých BSE alebo klusavkou (scrapie). Pri malých prežúvavcoch test deteguje tiež PrPSc v lymfatických uzlinách a v tkanive sleziny. Je určený na rýchlu identifikáciu vzoriek obsahujúcich prión PrPSc spájaný s ochorením s minimálnym zaobchádzaním so vzorkami a môže byť automatizovaný na vysoký počet stanovovaných vzoriek. Táto súprava je určená len na veterinárne použitie.



	Princíp testu          
	:
	Táto súprava využíva výhradnú metódu licencie firmy Microsens Biotechnologies (London, U.K.; patent prerokúvaný), ktorá umožňuje detekciu abnormálnych priónov. PrPSc-špecifický ligand je fixovaný na povrchu antigénovej mikrotitračnej platničky. Vzorky testu sú pripravované homogenizáciou tkaniva a riedením riedidlom pracovnej platničky. Po aplikovaní vzorky na platničku sa abnormálny konformant s vysokou afinitou naviaže na fixovaný ligand na platničke. Mikrotitračné platničky sú následne premývané na odstránenie nenaviazaného materiálu vrátane normálneho konformantu PrP proteínu. Nasleduje inkubácia s ustaľovacím tlmivým roztokom, zachytený antigén je potom detegovaný pomocou PrP-špecifických protilátok, ktoré sú konjugované chrenovou peroxidázou (HRPO). Mikrotitračná platnička je premývaná, aby došlo k odstráneniu nenaviazaného konjugátu a pridá sa 2 peroxidázový substrát. Tvorba farby zodpovedá množstvu PrPSc priónu zachyteného na ligande fixovanom v jamkách mikrotitračnej platničky. 



	Príprava vzoriek  
	:
	A. Mozgové tkanivo (Hovädzí dobytok a malý prežúvavec) 

1. Pitevnými nástrojmi odoberte 0.30 g (±0.05 g) nervového tkaniva z ľavej alebo pravej strany mozgového kmeňa v mieste obex (ak je to možné).Uistite sa odvážením vzorky, že je odobraté požadované množstvo. Alternatívou je IDEXX vzorkovací nástroj, ktorý môže byť použitý na odobratie hovädzieho obexu ako je opísané v prílohe. Osoba odoberajúca obex musí byť kvalifikovaná v metóde odoberania vzoriek. 

Obrázok vpravo ukazuje správne miesto odobratia vzorky. 

POZNÁMKA: Po odobratí vzorky musí ostať celá časť mozgového kmeňa v oblasti obexu neporušená, 

použiteľná na potvrdzujúci test.

2. Tkanivo vložte do skúmavky na rozrušenie tkaniva a tesne uzavrite. Skúmavky sú opatrené keramickými perlami a tlmivým roztokom. 

3. Na rozrušenie tkaniva pri IDEXX BSE-Scrapie EIA teste boli validované tri nástroje. Umiestnite skúmavky do prístroja a rozrušte tkanivo indikovaným nástrojom podľa použitia nástroja. Ak je mletie nedostatočné, cyklus opakujte ešte raz. 

• FastPrep* prístrojový program: Rozdrobujte vzorky 40 sekúnd pri maximálnej rýchlosti (6.5 m/s). Ak je potrebný druhý cyklus, musí byť dodržaný 5 – 10 minútový odstup medzi cyklami na ochladenie. 

• Precess 48* prístrojový program: Drvte vzorky v Programovom móde 1 (2 x 23 sekúnd pri 6,500 rpm, s 5-sekundovým prerušením medzi cyklami). 

• Precellys 24* prístrojový program: Drvte vzorky v Programovom móde 1 (2 x 20 sekúnd pri 6,500 rpm, s 5-sekundovým prerušením medzi cyklami). 

4. Homogenizáty (čerstvé alebo rozmrazené) môžu byť uchovávané pri izbovej teplote 18 – 25°C maximálne 4 hodiny pred testovaním. 

Počet pripravovaných vzoriek v jednotlivom meraní je flexibilný. Homogenizáty môžu byť uchovávané pri teplote 2–8°C max. 24 hodín alebo uchovávané pri ≤-20°C počas 6 mesiacov. Zmrazené homogenizáty musia byť rozmrazené a dokonale premiešané pred použitím. Tkanivové vzorky môžu byť uchovávané pri -80°C.

B. Lymfatická uzlina alebo tkanivo sleziny (malý prežúvavec) 
1. Odoberte 0.30 g (±0.05 g) tkaniva z lymfatickej uzliny alebo tkaniva zo sleziny. Pri lymfatickej uzline by tkanivo malo byť vzorkované tak, aby sa maximalizovala prítomnosť zárodočných bunkových centier. Tkanivo rozkrájajte na 8–10 malých kusov. 5 

2. Pokračujte rovnako ako je popísané pri mozgovom tkanive.



	Postup použitia
	:
	Reagencie – súčasti súpravy sa pripravia a uchovávajú podľa schváleného návodu na použitie od výrobcu. 

Homogenizáty vzoriek sú pripravované ako je opísané v Príprave vzoriek. Namiesto manuálneho odoberania vzoriek je možné použiť robotický vzorkovací procesor v kroku 1 alebo keď je pridaná kontrola a zriedená vzorka do mikrotitračnej platničky s antigénom, fixovaným na povrchu (krok 3). 

Dôležité: Prikryte každú mikrotitračnú platničku krytom z tvrdeného plastu alebo adhezívnym krytom počas celej doby inkubácie. Ak je inkubácia reagencií vykonávaná v biologicky zabezpečenom laboratóriu, platničky musia byť kryté adhezívnym povlakom. 

Testovacie protokoly IDEXX BSE - Skrapie EIA testu majú tri odsúhlasené protokoly na testovanie mozgového tkaniva: Štandardný, Krátky a Ultrakrátky. Protokoly majú rovnakú výkonnosť ale rôzne požiadavky na súčasti a majú skrátený testovací čas. Testovacie protokoly sú podrobne opísané v schválenom návode na použitie od výrobcu.

Poznámka: Na testovanie sleziny a lymfatických uzlín malých prežúvavcov je schválený len Štandardný protokol.



	Vyhodnotenie výsledkov
	:
	Interpretácia výsledku vzorky je založená na absorpcii vzorky. Vzorky s A450–AREF hodnotou nižšou ako hodnoty odrezkov sú vyhodnotené testom IDEXX HerdChek BSE-Scrapie ako negatívne. Vzorky s A450–AREF hodnotami vyššími alebo rovnakými ako hodnoty odrezkov sú vyhodnotené ako pôvodne reaktívne na PrPSc a homogenizát by mal byť opakovane testovaný v duplicitnom teste IDEXX HerdChek BSE-Scrapie antigénovej testovacej súpravy. 

Opakované testovanie vzorky z hovädzieho mozgu môže byť vykonané homogenizovaním pôvodného tkaniva alebo z homogenizátu pripraveného podľa protokolu popísaného nižšie. Vzorky z malých prežúvavcov by mali byť opakovane testované duplicitne priamo od okamihu homogenizácie tkaniva. Homogenizát malých prežúvavcov nezohrievať. Ak je niektorá hodnota opakovane testovanej vzorky rovná alebo vyššia ako v teste odrezkov, vzorka je považovaná za pozitívnu. Vzorka je považovaná za negatívnu, keď obe opakovane testované vzorky majú menšie hodnoty ako odrezky. V rámci EU všetky pôvodne reaktívne vzorky, ktoré sú po ošetrení zohriatím negatívne, môžu byť vyhodnotené ako negatívne ALE vzorky musia byť odoslané do príslušného národného referenčného laboratória na zaslanie do CRL. 

V členských štátoch EU vzorky a zodpovedajúce tkanivá dávajúce pozitívne výsledky by mali byť zaslané do NRL na potvrdenie výsledku. 

Protokol ošetrovania teplom pôvodne reaktívnych vzoriek hovädzieho homogenizátu: (Protokol je aplikovateľný len na hovädzie vzorky.) 
Preneste 230 ± 20 μl pôvodne reaktívneho tkanivového homogenizátu do 1.5–2 ml skúmavky s kónickým dnom a s uzáverom na závit. Vložte skúmavku do sušičky, ktorá musí byť predhriata na 70 ±2°C. Hrejte skúmavku 10 ±1 min. a potom premiestnite skúmavku do izbovej teploty (18–25°C) na najmenej 20 minút na ochladenie vzorky. Homogenizát by mal byť opakovane duplicitne testovaný do 2 hodín po ošetrení teplom testovacou súpravou IDEXX HerdChek BSE-Scrapie Antigen. 



	Upozornenie
	:
	• Tetrametylbenzidín (TMB) substrát nevystavovať silnému svetlu ani oxidačným činidlám. Na dávkovanie TMB použite jednorazovú umelohmotnú nádobku. 

• Je potrebné predchádzať kontaminácii súčastí testovacej súpravy. Nepoužívať súčasti po dátume spotreby a nezamieňať jednotlivé súčasti testovacej súpravy zo súpravy s inou šaržou. 

• Niektoré súčasti súpravy obsahujú azid sodný ako konzervačnú prísadu (pozrite v popise zloženia súpravy). Je potrebné predchádzať kontaminácii anti-PrP-HRPO konjugátu s azid obsahujúcimi roztokmi. 

• Všetky reagencie uchovávať pri 2–8°C. Pred testovaním temperovať na izbovú teplotu 18–25°C a po použití vrátiť do chladničky (pozrite Uchovávanie a príprava reagencií). 

• Používať oddelené podnosy na každú reagenciu používanú v teste. Predchádzať kontaminácii TMB substrátu s nariedeným konjugátovým roztokom. Nevylievať nepoužitý TMB roztok späť do fľaše. 

• Mikrotitračnú platničku nenechať stáť dlhšie ako 5 minút medzi krokmi premývania a pridávania reagencií. 



	Bezpečnostné upozornenia 

	:
	• Všetky osoby musia prejsť príslušným bezpečnostným školením zameraným na riziká spojené s BSE a skrapie, ako aj odporúčaniami na dekontaminačné postupy. Biobezpečnostné postupy by mali byť striktne dodržiavané podľa nariadení príslušných národných bezpečnostných predpisov. 

• Ustaľujúci tlmivý roztok obsahuje chaotropické činidlá; predchádzať kontaktu s kožou a sliznicami. 

• TMB substrát môže vyvolávať iritáciu kože a očí; predchádzať priamemu kontaktu. 

• Platničkové riedidlo 1 obsahuje detergenty vo vysokej koncentrácii; predchádzať priamemu kontaktu. 

• Vyhnúť sa používaniu sklenených skúmaviek v laboratóriu.



	Spôsob uchovávania  
	:
	Pri teplote 2 - 8°C. Uchovávať mimo dosahu a dohľadu detí.



	 Čas použiteľnosti       

	:
	12 mesiacov.

Len na veterinárne použitie.


Bez predpisu veterinárneho lekára.

EXP.:

EAN Kód:

Č. šarže:

