písomnÁ informáciA PRE POUŽÍVATEĽOV

Názov vet. prípravku


Dog EIA Borrelia IgG/IgM
Výrobca


TEST –LINE  Clinical Diagnostics spol. s r.o., Česká republika.
Držiteľ rozhodnutia o schválení 


TEST –LINE  Clinical Diagnostics spol. s r.o., Křížiková 68, 612 00 Brno, Česká republika.
Zloženie diagnostika


Jedna súprava obsahuje:

- Potiahnutá platnička s naviazaným antigénom 

12 x 8 v sáčku so sušidlom
 



1 ks

- Pozitívna kontrola (G+M) (400 x konc.) psie sérum



 obsahujúce protilátky proti borreliám



0,15  ml


- Negatívna kontrola (G+M) (400 x konc.) psie sérum



 bez  protilátok proti borreliám




0,15  ml 


- Konjugát IgG (1000 x konc.) – prasačí imunoglobulín

proti psím IgG značený peroxidázou



0,15 ml

- Konjugát IgM (1000 x konc.) – prasačí imunoglobulín

proti psím IgM značený peroxidázou



0,15 ml

- Riediaci roztok vzoriek – pufer so stabilizátormi bielkovín
2x100 ml

- Riediaci roztok konjugátu - pufer so stabilizátormi bielkovín 13 ml

- TMB-Complete- jednozložkový chromogénny substrátový 

roztok obsahujúci TMB a H2O2




14 ml

- Premývací roztok (20x konc.) – koncentrovaný pufer

75 ml

- Zastavovací roztok – obsahuje kyselinu sírovú 1 mol/l
12 ml


Pozor žieravina!

Popis diagnostika

Mikrotitračné platničky s naviazaným antigénom, sklenené fľaštičky s jednotlivými reagenciámi.

Indikačná skupina

Diagnostikum.

Charakteristika

Imunoenzymatická súprava na detekciu IgG a IgM protilátok proti B. burgdorferi v psom sére.

Druh obalu

Jednotlivé zložky súpravy sú uložené v papierovej krabici s potlačou.

Veľkosť balenia

1 súprava je určená na 48 stanovení v triede IgG a IgM alebo 96 testov v jednej triede protilátok.

Princíp testu

Súprava je určená na detekciu antiborreliových IgG a IgM protilátok v psom sére metódou EIA, typ sandwich, t.j. pevná fáza – antigén – protilátka – značená protilátka. Pre detekciu protilátok je použitý sonifikovaný celobunečný antigén kmeň B afzelii KC90. Značenou protilátkou je prasačia imunoglobulínová frakcia proti psiemu IgG a IgM konjugovaná chrenovou peroxidázou. Stanovenie peroxidázovej aktivity sa robí pomocou substrátu v TMB.

Pozivita sa prejavuje modrým zafarbením, ktoré sa zastavovacím roztokom zmení na žlté a jeho intenzita sa meria na fotometri pri vlnovej dĺžke 450 nm.

Pracovný postup:

Príprava pracovných roztokov


1. Premývací roztok: Koncentrovaný premývací roztok sa riedi 1+19. Vo fľaške s premývacím roztokom sa môžu vytvoriť kryštáliky solí. Tieto je treba pred použitím rozpustiť zahriatím vo vodnom kúpeli. Roztok po nariedení je stabilný dva týždne pri teplote 2-80C.

2. Konjugát: Konjugát IgG a IgM sa riedi 1+100 riediacim roztokom konjugátu. Riedenie sa pripravuje bezprostredne pred použitím! Dobre premiešať!

3. TMB – Complete: je jednozložkový chromogénny substrátový roztok v pracovnej koncentrácii, ďalej sa neriedi.

Riedenie kontrol a vzoriek

1. Kontroly sa riedia 1+400 riediacim roztokom vzoriek. Dobre premiešať. Riedené kontroly sú stabilné pri teplote 2-80C max. 1 deň.

2. Testované séra sa riedia 1+400 riediacim roztokom vzoriek. Dobre premiešať. Riedené séra sú stabilné pri teplote 2-80C max. 1 deň.

Výber a skladovanie vzoriek

Vzorky je treba uchovávať pri teplote 2-80C. Pri skladovaní dlhšom ako týždeň je treba séra zmraziť na –200 C.

Antikoagulanty prípadne použité pri odbere krvi, séra bakteriálne kontaminované, haemolytické alebo chylózne môžu ovplyvniť výsledok testu.

Pracovný postup

Všetky reagencie necháme vytemperovať na laboratórnu teplotu. Ak nepoužijeme celú platničku, nepoužité stripy vrátime späť do obalu so sušidlom, hermeticky uzavrieme a skladujeme pri 2-80C. Chrániť pred vlhkosťou.

1.Dávkujte riedené kontroly a vzorky podľa pracovnej schémy:

- pipetujte 100 µl riediaceho roztoku vzoriek do jamky A1 (blank)

- pipetujte 100 µl  negatívnej kontroly riedenej 1+400 do 1 jamky

- pipetujte 100 µl  pozitívnej kontroly riedenej 1+400 do 2 jamiek 

- pipetujte 100 µl  riedených vzoriek 1+400 do ostatných jamiek

2. Platničku prikryjeme viečkom a inkubujeme 30 min. pri 37 0 C 

3. Obsah jamiek odsajeme a 4x premyjeme pracovným premývacím roztokom. Jamky naplníme po

    horný okraj. Zbytky roztoku vtrepeme do savého materiálu.

4. Do všetkých jamiek pipetujeme 100 µl pracovného roztoku konjugátu podľa zvolenej alternatívy.

5. Platničku prikryjeme viečkom a inkubujeme 30 min. pri 370C.

6. Obsah jamiek odsajeme a 4x premyjeme pracovným premývacím roztokom. Jamky naplníme po

    horný okraj. Zbytky roztoku vtrepeme do savého materiálu.

7. Do všetkých jamiek pipetujeme 100 µl jednozložkového substrátu TMB-Completu.

8. Platničku prikryjeme viečkom a inkubujeme 10 min. pri laboratórnej teplote v tme.

9. Reakciu zastavíme pridaním 100 µl zastavovacieho roztoku v rovnakom poradí a intervaloch ako  

      bol dávkovaný substrát.

10. Intenzitu sfarbenia roztoku v jednotlivých jamkách zmeriame na fotometri pri vlnovej dĺžke 450

      nm oproti blanku.

Poznámka:
V prípade celkovo slabšej reakcie, spôsobenej napr. nižšou laboratórnou teplotou, je možné predĺžiť inkubáciu so substrátom až na 20 min. Zastavenie časti jamiek pre vyšetrenie IgG alebo IgM sa môže líčiť. Optimálne zbarvenie je v okamihu, keď jamky s pozitívnou kontrolou majú odhadom absorbanciu 0,500 – 0,900.

Zloženie súpravy umožňuje celú mikrotitračnú platničku využiť i pre detekciu protilátok iba jednej triedy.

Validita testu

Test je platný ak:

1. Hodnota priemernej absorbancie v jamkách s pozitívnou kontrolou v triede IgG je väčšia alebo rovná 0,5.
2. Hodnota priemernej absorbancie v jamkách s pozitívnou kontrolou v triede IgM je  väčšia alebo rovná 0,3.
3. Hodnota absorbancie v jamkách s negatívnou kontrolou je menšia alebo rovná 0,2.
Interpretácia výsledkov

Výpočet INDEXU POZITIVITY (IP)

1. Vypočítajte hranicu pozitivity násobením priemernej absorbancie pozitívnej kontroly faktorom tejto triedy vyšetrenia. Číselné hodnoty faktorov sú uvedené na titulnej strane návodu na použitie výrobcu.

HP = priemerná absorbancia PK x FAKTOR

2. Vypočítajte Index pozitivity delením absorbancie testovanej vzorky hranicou pozitivity vypočítanú pre tú istú triedu vyšetrení

         absorbancia vzorky

IP = ---------------------------

                   HP

Interpretácia výsledkov

	Index  pozitivity (IP)
	Hodnotenie

	nižší ako 0,85
	negatívne

	0,85 až 1,15
	hraničné

	Vyšší ako 1,15
	pozitívne


Vyšetrenie vzoriek s hraničnou hodnotou je potrebné opakovať z nového odberu za minimálne 6 – 8 týždňov.

Čas použiteľnosti

1 rok.

Spôsob uchovávania

Pri teplote 2-8oC v tme a suchu. Súprava nesmie zamrznúť.

Likvidácia obalov

Odpadový a nespotrebovaný materiál sa likviduje podľa platných právnych predpisov.

Číslo schválenia

098/Dg/02-S

Dátum schválenia/ predĺženia

13.9.2002

Len pre laboratórne účely.

