písomnÁ informáciA PRE POUŽÍVATEĽOV

Názov vet. prípravku


IPNV Ag ELISA
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 so špecifickou protilátkou 

proti vírusu IPN v sáčku so sušidlom
 


1 ks

- Pozitívny antigén 





0,7  ml


- Negatívny antigén





0,7  ml


- RAIPNV (30x konc.) – Králičie sérum

  s protilátkou proti vírusu IPN




0,35 ml


- Konjugát (30 x konc.) – Afinitnou chromatografiou 

purifikované prasačie protilátky proti králičiemu 

imunoglobulínu (IgG) konjugované chrenovou peroxidázou
0,35 ml

- Riediaci roztok (4x konc.)




12,5 ml

- Premývací roztok (20x konc.)



20 ml

- TMB-Complete- jednozložkový chromogénny substrátový 

roztok obsahujúci TMB a H2O2




14 ml

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


Pozor žieravina!

Popis diagnostika

Mikrotitračné platničky s naviazanými protilátkami, sklenené fľaštičky s jednotlivými reagenciámi.

Indikačná skupina

Diagnostikum.

Charakteristika

Imunoenzymatická súprava na dôkaz vírusu infekčnej nekrózy pankreasu lososovitých rýb.

Druh obalu

Jednotlivé zložky súpravy sú uložené v papierovej krabici s potlačou.

Veľkosť balenia

1 súprava je určená na 48 stanovení.

Princíp testu

Jamky mikrotitračnej platničky s naviazanou špecifickou protilátkou proti vírusu IPN sú naplnené vyšetrovanými vzorkami, pozitívnym a negatívnym kontrolným antigénom. Ak je vírus vo vyšetrovaných vzorkách prítomný, dochádza k väzbe vírusových antigénov na protilátky. S týmito antigénmi pri ďalšej inkubácii reagujú králičie protilátky proti vírusu IPN. Väzba králičích protilátok je dokazovaná počas ďalšej inkubácie s roztokom konjugátu (SwAR/IgGPx) a vizualizovaná reakciou so substrátom (TMB-Complete). Po zastavení reakcie pridaním zastavovacieho roztoku sa meria absorbancia v jamkách pri 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. Riediaci roztok:Koncentrovaný riediaci roztok sa riedi 1 + 3 destilovanou vodou. Pracovný riediaci roztok je pri teplote 2 – 80 C stabilný max. jeden týždeň.

3. RAIPNV: RAIPNV sa riedi 1+29 riediacim roztokom. Dobre premiešať! Riedenie sa pripravuje bezprostredne pred použitím!

4. Konjugát: riedi sa 1+29 pracovným riediacim roztokom. Riedenie sa pripravuje bezprostredne pred použitím! Dobre premiešať!

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

Skladovanie a príprava vzoriek

Orgány (obličky, slezina atď.) alebo celý trup (plod s dĺžkou menej ako 5 cm) sa homogenizujú v 3-5 objemoch pufrovaného fyziologického roztoku (PBS) a až do vyšetrenia sa uskladňujú pri teplote 

–200C. Pred použitím sa homogenáty centrifugujú (2000x g. 5 min.) a získané supernatanty sa použijú na vyšetrenie.

Kultivačné média bunečných kultúr infikovaných vírusom IPN sa vyšetrujú priamo po odstránení bunečného detritu centrifugáciou.

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.Dávkovanie kontrolných antigénov a riedenie vzorky

a) Vyhľadávacie (screeningové) vyšetrenie:

- pipetujte 50 µl riediaceho roztoku do všetkých jamiek

- pipetujte ďalších 50 µl riediaceho roztoku do jamky A1 (blank)

- pipetujte 50 µl kontrolného negatívneho antigénu do dvoch jamiek

- pipetujte 50 µl kontrolného pozitívneho antigénu do dvoch jamiek

- pipetujte 50 µl testovaných vzoriek v duplikátoch do ostatných jamiek

- obsah jamiek mikropipetou dobre premiešajte!

b) Titračné vyšetrenie

- pipetujte 50 µl riediaceho roztoku do všetkých jamiek

- pipetujte 50 µl testovaných vzoriek do jamiek rady A

- viackanálovou mikropipetou premiešajte obsah jamiek.

- prenášajte postupne 50 µl z jamiek rady A až do jamiek rady H (riedenia 1:2 až 1: 1256).

- pri každom vyšetrení zaraďte 2 jamky s kontrolným negatívnym antigénom, 2 jamky s kontrolným

   pozitívnym antigénom a 2 jamky s riediacim roztokom.

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

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

    horný okraj. Zbytky roztoku vtrepeme do savého materiálu.

4. Do všetkých jamiek pipetujeme 50 µl pracovného roztoku RAIPNV.

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

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

    horný okraj. Zbytky roztoku vtrepeme do savého materiálu.

7. Do všetkých jamiek pipetujeme 50 µl pracovného roztoku konjugátu.

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

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

    horný okraj. Zbytky roztoku vtrepeme do savého materiálu.

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

11. Platničku prikryjeme viečkom a inkubujeme 5-30 min. pri 200C v tme.

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

      bol dávkovaný substrát.

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

      nm oproti blanku.

Poznámka:
Reakciu zastavíme, keď jamky inkubované s kontrolným pozitívnym antigénom vykazujú výrazné sfarbenie, zatiaľ čo jamky s kontrolným negatívnym antigénom sú bezfarebné alebo len veľmi slabo sfarbené. Jamky inkubované iba s pracovným riediacim roztokom bez vzoriek slúžia ku stanoveniu hodnôt absorbancie pozadia (blank).

Validita testu

Absorbanciu v jamke inkubovanej s riediacim roztokom bez vzorky (blank) automaticky odčítame od všetkých ostatných hodnôt.

Test je platný ak:

Hodnota priemernej absorbancie v jamkách s negatívnym antigénom je menšia ako 0,1.

Hodnota priemernej absorbancie v jamkách s pozitívnym antigénom je väčšia ako 0,5.

Interpretácia výsledkov

Výsledok je hodnotený ako pozitívny, ak hodnota priemernej absorbancie testovanej vzorky je väčšia ako 0,1 a aspoň dvojnásobok priemernej absorbancie kontrolného negatívneho antigénu,

ELISA titer antigénu je posledné riedenie vzorky, pri ktorom je hodnota priemernej absorbancie väčšia ako 0,1.

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

100/Dg/02-S

Dátum schválenia/ predĺženia

13.9.2002

Len pre laboratórne účely.

