písomnÁ informáciA PRE POUŽÍVATEĽOV

Názov vet. prípravku


EBLV Ab ELISA
Výrobca


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


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


- Screeningová  platnička potiahnutá EBLV antigénom 

(delená platnička 12 x 8 jamiek) v sáčku so sušidlom (0-5 ks)

*4 ks
 

- Konfirmačná  platnička potiahnutá EBLV antigénom 

v párnych stĺpcoch (dvojstripová platnička 12 x 8 jamiek)

v sáčku so sušidlom (0-5 ks)





*1 ks
 


- Pozitívne kontrolné sérum PKS (10x konc.)

EBLV pozitívne hovädzie sérum. Koncentrácia protilátok 

proti EBLV zodpovedá 10x riedenému dánskemu pozitívnemu 

referenčnému séru E 4






0,4  ml


- Negatívne kontrolné sérum NKS (10x konc.)

EBLV negatívne hovädzie sérum




0,4  ml 


- Negatívne kontrolné mlieko NKM – sušené mlieko

negatívne na protilátky proti EBLV




5 ml

- Konjugát (300 x konc.) – protilátky proti 

hovädziemu IgG značeného peroxidázou



0,35 ml

- Riediaci roztok  – pufer so stabilizátormi bielkovín


240 ml

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


75 ml 

- TMB-Complete- jednozložkový chromogénny substrátový 

roztok obsahujúci TMB a H2O2





60 ml

- Zastavovací roztok – obsahuje kyselinu sírovú 1 mol/l

60 ml


Pozor žieravina!

Poznámka:
Podľa požiadaviek odberateľa je možné zmeniť pomer zastúpenia konfirmačných, screeningových platničiek v súprave.

Popis diagnostika

Mikrotitračné platničky potiahnuté antigénmi vírusu enzootickej bovinnej leukózy, plastové a sklenené 

fľaštičky s roztokmi reagencií.
Indikačná skupina

Diagnostikum.

Charakteristika

Imunoenzymatická modulárna súprava na detekciu protilátok proti vírusu EBLV v individuálnych a zmesných vzorkách krvných sér hovädzieho dobytka, mlieka a mliečnej srvátky.

Druh obalu

Jednotlivé zložky súpravy sú uložené v papierovej krabici s potlačou.

Veľkosť balenia

1 súprava je určená pre 480 screeningových alebo 240 konfirmačných stanovení.

Princíp testu

Na steny jamiek screeningovej platničky je pomocou monoklonálnej protilátky naviazaný EBLV antigén (p-24). V jamkách konfirmačnej platničky je antigén naviazaný v párnych stĺpcoch a v nepárnych stĺpcoch nie je EBLV antigén naviazaný. Naviazané špecifické anti-EBLV protilátky zo vzoriek sú detekované konjugátom (protilátky proti hovädziemu IgG imunoglobulínu značené peroxidázou). Reakcia je vizualizovaná roztokom substrátu(H 2 O2 + TMB), ktorý sa sfarbuje na modro a po zastavení reakcie pridaním zastavovacieho roztoku na žlto. Intenzita žltého sfarbenia sa meria fotometricky pri 450 nm.

Vzorky súrne a závažné alebo tie, u ktorých je teba potvrdiť či je zistená pozitívna reakcia špecifická, sa inkubujú v jamkách konfirmačnej platničky. Pomocou súpravy je tak možné kontrolovať špecificitu minimálne 48 vzoriek.

Materiál potrebný na vyšetrenie

Na vyšetrenie používame vzorky krvných sér, odtučneného mlieka a srvátky.

Pracovný postup:

Skladovanie vzoriek 

- Vzorky krvných sér je treba uchovávať pri teplote 2-80C. Pri skladovaní dlhšom ako 5 dní treba vzorky čerstvých sér zmraziť na – 200C. Vzorky opakovane nerozmrazujte a nezmrazujte.

- Vzorky odtučneného mlieka a mliečne srvátky skladujte pri teplote 2-80C. Pri skladovaní dlhšom ako 3 dní treba vzorky čerstvých sér zmraziť na – 200C alebo ich konzervovať 0,1% roztokom azidu sodného. Takto konzervované vzorky je možné skladovať pri teplote 2-80C 14 dní. Opakované zmrazovanie mliečnzch vzoriek je nevhodné.

Príprava a riedenie kontrol a vzoriek

1. Príprava  kontrol:
a) Riedenie kontrolných sér (PKS a NKS)

Kontrolné séra rieďte 1:40 (1+39)

10 µl kontrolného séra + 390 µl pracovného riediaceho roztoku. Dobre premiešať. Potreba jedného riedeného kontrolného séra na vyšetrenie: 2 x 100 µl na 1 platničku.

b) Príprava negatívneho kontrolného mlieka (NKM):

Negatívne kontrolné mlieko pripravte dvojkrokovo:

1. krok – zmiešajte obsah fľaštičky NKM (t.j. sušené mlieko) s 5 ml destilovanej vody. Dobre premiešať. (Pre postupné použitie jednotlivých platničiek mlieko rozdeľte na alikvótne časti po 1 ml, ktoré sa uchovávajú pri – 200C.)

2. krok – pridajte neriedené negatívne kontrolné sérum (NKS) do mlieka pripraveného v 1. fáze, v riedení 1: 250 (t.j. 1+ 249). Dobre premiešať. Potreba negatívneho kontrolného mlieka na vyšetrenie: 2x100 µl na 1 platničku.

c) Príprava pozitívneho kontrolného mlieka (PKM):
Pozitívne kontrolné mlieko pripravte z negatívneho kontrolného mlieka z 1. kroku.

2. Príprava vzoriek:
Vzorka sa vyšetrujú spôsobom screeningovým a konfirmačným, alebo titračným.

a) Screeningové a konfirmačné vyšetrenie.

a1) Riedenie krvných sér (TS):

Testované séra rieďte 1:40 (t.j. 1+39). Riedenie sa môže prevádzať priamo v jamkách mikrotitračnej platničky. Tento spôsob je popísaný v kapitole „Pracovný postup”.

a2) Príprava vzoriek mlieka (TM):

Dôležité je dôkladné odstránenie tuku z mliečnych vzoriek. Tukový film na stenách jamiek nepriaznivo ovplyvňuje výsledky vyšetrení (nedokonalé odstránenie mliečnej peroxidázy pri premývaní). Hrubo odstráňte tukovú vrstvu odsatím po uložení mlieka pri 2-80C cez noc. Dokonalé odstránenie tuku sa dosiahne centrifugáciou vzoriek mlieka (3 000 x g, 15 min.). Pri tomto postupe sa z mlieka odstránia okrem tuku aj bunečné elementy.

Individuálne alebo zmesné vzorky mlieka menších počtov zvierat sa vyšetrujú neriedené. Pri vyšetrení zmesných (tankových) vzoriek mlieka veľkého počtu kráv (viac než 100 kusov) sa protilátky stanovia v koncentrovanej mliečnej srvátke, pripravenej z uvedenej mliečnej vzorky.
a3) Príprava mliečnej srvátky (TW).
Zmesné vzorky mlieka (20 ml) zmiešajte so síridlom podľa návodu výrobcu a inkubujte 1 hod. pri 370 C. Po ukončení inkubácie a po centrifugácii (3 000 x g, 10 min.) odoberte 5 ml čírej mliečnej srvátky a zmiešajte s 5 ml nasýteného roztoku síranu amónneho. Za občasného premiešania zmes nechajte 

1 hod. pri 200 C a ďalšiu 1-2 hod pri 2 - 80 C. Po centrifugácii (3 000 x g, 10 min.) a úplnom odstránení supernatantu sediment rozpustite pomocou 0,5 ml pracovného riediaceho roztoku. Získaný koncentrovaný roztok mliečnej srvátky zvyšuje citlivosť ELISA vyšetrení cca 10x. Mliečnu srvátku vyšetrujeme neriedenú.

b) Titračné vyšetrenie
b1) Riedenie krvných sér (TS):

Séra pre titráciu rieďte 1:40 (t.j. 1+39). Testované aj kontrolné séra rieďte v radách dvojnásobného riedenia priamo v jamkách mikrotitračnej platničky. Tento spôsob je popísaný v kapitole pracovný postup.

B2) Vzorky mlieka (TM) alebo srvátky (TW):
 Vzorky mlieka a mliečnej srvátky pipetujte neriedené a pri titračnom vyšetrení v radách dvojnásobného riedenia priamo v jamkách mikrotitračnej platničky. Postupným riedením v jamkách dosiahnete riedenie 1:2 až 1:128.

Pracovný postup pre screeningové vyšetrenie
Všetky reagencie necháme vytemperovať na laboratórnu teplotu

1. Dávkujte riedené kontrolné séra a vzorky podľa pracovnej schémy:

* Pipetujte 100 µl pracovného riediaceho roztoku do jamky A1 (blank).

* Pipetujte 100 µl kontrolného pozitívneho séra (PKS) riedeného 1+39 do 1 jamky. Pre vyšetrenie mlieka alebo srvátky použite nariedené pozitívne kontrolné mlieko.

* Pipetujte 100 µl kontrolného negatívneho séra (NKS) riedeného 1+39 do 1 jamky. Pre vyšetrenie mlieka alebo srvátky použite nariedené negatívne kontrolné mlieko.

* Pipetujte 195 µl pracovného riediaceho roztoku do zostávajúcich jamiek.

* Pipetujte 5 µl testovaných sér do zostávajúcich jamiek s pracovným riediacim roztokom a dôkladne premiešajte obsah jamiek najlepšie na trepačke mikrotitračných platničiek.

(Výsledný objem 200 µl neovplyvňuje hodnotu konečného výsledku).

Vzorky mlieka alebo mliečnej srvátky pipetujeme do jamiek bez riedenia – t.j. 100 µl do prázdnej jamky.

2. Platničku prikryjeme viečkom, inkubujeme 60 min. pri 370C vo vlhkej komôrke (riedenie vzoriek 1+39 a konjugátu 1+200) pri bežnom vyšetrení individuálnych vzoriek alebo zmiešaných vzoriek malého počtu zvierat (do 20 ks u krvných sér a do 50 ks u mlieka). Pri požiadavkách na vyššiu citlivosť metódy (zmesné vzorky 20 – 50 krvných sér a tankových vzoriek mlieka) inkubujeme cez noc ( 14 – 18 hodín) pri 4 - 80C (riedenie vzoriek 1+9 a konjugátu 1+300).

3. Obsah jamiek odsajeme a 4x premyjeme pracovným premývacím roztokom. Jamky plníme po horný okraj. Zbytky roztoku vytrepeme do savého materiálu.

4. Do všetkých jamiek pipetujeme 100 µl pracovného roztoku konjugátu.

5. Platničku prikryjeme viečkom, inkubujeme 60 min. pri 370C vo vlhkej komôrke

6. Obsah jamiek odsajeme a 4x premyjeme pracovným premývacím roztokom. Jamky plníme po horný okraj. Zbytky roztoku vytrepeme do savého materiálu.

7. Do všetkých jamiek napipetujeme 100 µl jednozložkového substrátu TMB – Complete.

8. Platničku prikryjeme viečkom, inkubujeme 5 - 30 min. pri laboratórnej teplote v tme. Sledujte pozorne vývoj modrého sfarbenia, najmä v jamkách s pozitívnou kontrolou.

9. Reakciu zastavíme pridaním 100 µl zastavovacieho roztoku v rovnakom poradí a intervaloch ako sme pridávali TMB-Complete.

10. Intenzitu sfarbenia roztoku v jednotlivých jamkách zmeriame na fotometri pri vlnovej dĺžke 450 nm oproti blanku do 10 min. po zastavení reakcie.

Poznámka:
Reakciu zastavíme, keď jamky inkubované s pozitívnou kontrolou vykazujú výrazné sfarbenie, zatiaľ čo jamky s negatívnou kontrolou sú bezfarebné, alebo len veľmi slabo sfarbené. Optimálne hodnoty absorbancie sú dosiahnuté po 10-15 min. inkubácie so substrátom (v jamke s PKS 1,000 – 2,000, v jamke s NKS 0,150 – 0,250, v jamke s PKM 0,800 – 1,200 a v jamke s NKM 0,030 – 0,100.

Validita testu pre screeningové vyšetrenie

Dosiahnuté výsledky sú platné ak:

1. Absorbancia blanku musí byť menšia ako 0,150.

2. Absorbancia negatívneho kontrolného séra v jamke s +Ag musí byť menšia ako 0,350.

3. Absorbancia pozitívneho kontrolného séra v jamke s + Ag musí byť minimálne o 0,500 väčšia ako absorbancia negatívneho kontrolného séra.

Interpretácia výsledkov screeningového vyšetrenia

Vzorka je pozitívna, ak jej absorbancia znížená o NK je vyššia ako 0,200


AT – ANK > 0,200

Vzorka je negatívna, ak jej aborbancia znížená o NK je nižšia ako 0,150 alebo dosahuje záporné hodnoty


AT – ANK < 0,150

Vzorka je považaná za hraničnú, ak jej absorbancia znížená o NK je v rozmedzí 0,150 až 0,200. V prípade hraničného výsledku da doporučuje vyšetrenie opakovať s novou vzorkou odobratou s časovým odstupom.


AT – ANK = 0,150 až 0,200

Pracovný postup pre konfirmačné stanovenie

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 kontrolné séra  a vzorky podľa pracovnej schémy:

- pipetujte 100 µl pracovného riediaceho roztoku do jamky A1, A2 (blank)

- pipetujte 100 µl  kontrolného pozitívneho séra (PKS) riedeného 1+39 do 1 dvojice jamiek (B1, B2). Pre vyšetrenie mlieka alebo srvátky použite neriedené pozitívne kontrolné mlieko.

- pipetujte 100 µl  kontrolného negatívneho séra (NKS) riedeného 1+39 do 1 dvojice jamiek (C1, C2). Pre všetky vyšetrenia mlieka alebo srvátky použite neriedené negatívne kontrolné mlieko.

- pipetujte 195 µl pracovného riediaceho roztoku do všetkých zostávajúcich jamiek.

- pipetujte 5 µl testovaných sér do susedných dvojíc zostávajúcich jamiek s pracovným riediacim roztokom a dôkladne premiešajte obsah jamiek najlepšie na trepačke mikrotitračných platničiek (Výsledný objem 200 µl neovplyňuje hodnotu konečného výsledku).

- vzorky mlieka alebo mliečnej srvátky pipetujte do jamiek bez riedenia – t.j. 100 µl do prázdnej jamky.

2. Platničku prikryjeme viečkom, inkubujeme 60 min. pri 370C vo vlhkej komôrke (riedenie vzoriek 1+39 a konjugátu 1+200) pri bežnom vyšetrení individuálnych vzoriek alebo zmiešaných vzoriek malého počtu zvierat (do 20 ks u krvných sér a do 50 ks u mlieka). Pri požiadavkách na vyššiu citlivosť metódy (zmesné vzorky 20 – 50 krvných sér a tankových vzoriek mlieka) inkubujeme cez noc (14 – 18 hodín, riedenie vzoriek 1+9 a konjugátu 1+300) pri 4 - 80C.

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

    horný okraj. Zbytky roztoku vytrepeme do savého materiálu.

4. Do všetkých jamiek pipetujeme 100 µl pracovného roztoku konjugátu.

5. Platničku prikryjeme viečkom a inkubujeme 60 min. pri 370C vo vlhkej komôrke.

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

    horný okraj. Zbytky roztoku vytrepeme do savého materiálu.

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

8. Platničku prikryjeme viečkom a inkubujeme 5-30 min. pri laboratórnej teplote v tme. Sledujte pozorne vývoj modrého sfarbenia, najmä v jamkách s pozitívnou kontrolou.

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

    sme pridávali TMB-Complete.

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

 nm oproti blanku do 15 min. po zastavení reakcie.

Poznámka:
Reakciu zastavíme keď jamky inkubované s pozitívnou kontrolou vykazujú výrazné sfarbenie, zatiaľ čo jamky s negatívnou kontrolou sú bezfarebné alebo len slabo sfarbené. Optimálne hodnoty absorbancie sú dosiahnuté po 10-15 min. inkubácie so substrátom (v  jamke  s PKS 1,000– 2,000, v jamke s NKS 0,150-0,250, v jamke s PKM 0,800-1,200 a v jamke s NKM 0,030-0,100).

Validita testu pre konfirmačné stanovenie

Dosiahnuté výsledky sú platné ak:

1. Absorbancia blanku musí byť menšia ako 0,150.

2. Absorbancia negatívneho kontrolného séra v jamke s +Ag musí byť menšia ako 0,350.

3. Absorbancia pozitívneho kontrolného séra v jamke s + Ag musí byť minimálne o 0,500 väčšia ako absorbancia negatívneho kontrolného séra.

Interpretácia výsledkov konfirmačného stanovenia

Vzorka je pozitívna, ak jej absorbancia v jamke stĺpca 2 znížená o absorbanciu v jamke stĺpca 1 je vyššia ako 0,150,

A T2  - A T1 > 0,150

Vzorka je negatívna, ak jej absorbancia v jamke stĺpca 2 znížená  o absorbanciu v jamke stĺpca 1 je nižšia ako 0,150 alebo dosahuje záporné hodnoty.

A T2  - A T1 < 0,150

Pracovný postup pre titračné stanovenie

Všetky reagencie necháme vytemperovať na laboratórnu teplotu.

1. Dávkujte riedené kontrolné séra a vzorky podľa pracovnej schémy:

* Pipetujte 100 µl pracovného riediaceho roztoku do jamky A1, B1.

* Pipetujte 100 µl kontrolného pozitívneho séra riedeného 1+39 do 3 jamiek stĺpca 1. pre vyšetrenie mlieka alebo srvátky pipetujte 100 µl neriedeného pozitívneho kontrolného mlieka.

* Pipetujte 100 µl kontrolného negatívneho séra riedeného 1+39 do 3 jamiek stĺpca 1. pre vyšetrenie mlieka alebo srvátky pipetujte 100 µl neriedeného negatívneho kontrolného mlieka.

2. Dávkujte testované vzorky podľa pracovnej schémy.:

a) Vzorky séra:

* Pipetujte 100 µl pracovného riediaceho roztoku do jamiek rady A (A2 – A12).

* Pipetujte 5 µl testovaných sér do jamiek rady A s pracovným riediacim roztokom (A2 – A12).

* Viackanálovou pipetou premiešajte obsah jamiek.

b) Vzorky mlieka alebo mliečnej srvátky:

* Pipetujte 200 µl neriedenej vzorky do jamiek rady A (A2 – A12).

3. Do všetkých zostávajúcich jamiek pipetujte 100 µl pracovného riediaceho roztoku

4. Prenášajte postupne 100 µl z jamiek rady A až do jamiek rady H, po každom prenesení premiešajte   obsah jamiek. Po poslednom prenesení odstráňte z jamiek rady H 100 µl.

5. Platničku prikryjte viečkom a inkubujte 60 min. pri 370C vo vlhkej komôrke.

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

    horný okraj. Zbytky roztoku vytrepeme do savého materiálu.

7. Do všetkých jamiek pipetujeme 100 µl pracovného roztoku konjugátu.

8. Platničku prikryjte viečkom a inkubujte 60 min. pri 370C vo vlhkej komôrke.

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

    horný okraj. Zbytky roztoku vytrepeme do savého materiálu.

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

11. Platničku prikryjeme viečkom a inkubujeme 5-30 min. pri laboratórnej teplote v tme. Sledujte

      pozorne vývoj modrého sfarbenia, najmä v jamkách s pozitívnou kontrolou.

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

    sme pridávali TMB-Complete.

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

      nm oproti blanku do 15 min. po zastavení reakcie.

Poznámka:
Reakciu zastavíme keď jamky inkubované s pozitívnou kontrolou vykazujú výrazné sfarbenie, zatiaľ čo jamky s negatívnou kontrolou sú bezfarebné alebo len veľmi slabo sfarbené. Optimálne hodnoty absorbancie sú dosiahnuté po 10-15 min. inkubácie so substrátom (v  jamke  s PKS 1,000– 2,000, v jamke s NKS 0,150-0,250, v jamke s PKM 0,800-1,200 a v jamke s NKM 0,030-0,100).

Validita testu pre titračné vyšetrenie

Dosiahnuté výsledky sú platné ak:

1. Absorbancia blanku musí byť menšia ako 0,150.

2. Absorbancia negatívneho kontrolného séra v jamke s +Ag musí byť menšia ako 0,350.

3. Absorbancia pozitívneho kontrolného séra v jamke s + Ag musí byť minimálne o 0,500 väčšia ako absorbancia negatívneho kontrolného séra.

Interpretácia výsledkov pre titračné vyšetrenia

Vzorka je pozitívna, ak jej absorbancia znížená o NK je vyššia ako 0,200.

A T2  - A NK > 0,200

Titer pozitívnej testovanej vzorky je najvyššie riedenie, pri ktorom je jeho absorbancia znížená o absorbanciu negatívnej kontroly vyššia ako 0,100.

Druh obalu                                  

Škatuľka z potlačenej mikrovlnnej lepenky s molitanovou vložkou.

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

099/Dg/02-S

Dátum schválenia/ predĺženia

13.9.2002

Len pre laboratórne účely.

2.6.2008

EBLV Ab Elisa 
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