písomnÁ informáciA PRE POUŽÍVATEĽOV

Názov vet. prípravku


Súprava na diagnostiku sopľavky metódou RVK.
Výrobca


Bioveta a.s., Česká republika.

Držiteľ rozhodnutia o schválení 


Bioveta a.s., Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané, Česká republika.

Zloženie


Súprava obsahuje:

Antigén Burkholderia mallei (Pseudomonas mallei) – priehľadný, slabo nažltlý extrakt kultúry Burkholderia mallei (Pseudomonas mallei), konzervovaný fenolom.

Antigén je kalibrovaný štandardným pozitívnym a negatívnym sérom a jeho kapacita je upravená tak, aby pri pracovnom riedení poskytoval viditeľnú reakciu s pozitívnym sérom obsahujúcim minimálne množstvo špecifických protilátok pri riedení 1 : 5. S negatívnym sérom nesmie antigén pri pracovnom riedení vykazovať falošné pozitívne reakcie.

Kontrolné pozitívne sérum – Králičie sérum obsahujúce špecifické protilátky proti Burkholderia mallei (Pseudomonas mallei), konzervované fenolom. 

Je kalibrované štandardným antigénom a jeho kapacita je upravená tak, aby vykazoval pozitívnu reakciu pri riedení minimálne 1 : 5.

Amboceptor hemolytický – Králičie sérum obsahujúce termostabilné protilátky proti ovčím krvinkám, konzervované fenolom.

Komplement morčací – Morčacie sérum.

Riediaci roztok – Roztok na rehydratáciu lyofilizovaného komplementu na pôvodný objem.

Pufrovaný fyziologický roztok podľa Mayera koncentrovaný.

Popis prípravku


Antigén je nažltlá tekutina. Pozitívne sérum je ružovkastá tekutina bez vločiek. Morčací komplement je ružovkastý lyofilizát. Amboceptor je ružovkastá tekutina. Riediaci roztok fyziologický a roztok podľa Mayera sú bezfarebné tekutiny.

Indikačná skupina


Diagnostický prípravok.

Indikácia


Na serologickú diagnostiku sopľavky pomocou reakcie väzby komplementu (RVK).

Vykonanie skúšky

Pred použitím sa morčací komplement riedi na pôvodný objem (1 ml) riediacim roztokom, ktorý je súčasťou súpravy. Pre všetky ostatné riedenia vykonané behom skúšky sa používa roztok podľa Mayera koncentrovaný, ktorý sa pred použitím riedi sterilnou redestilovanou vodou v pomere 1+4.

Hemolytický amboceptor a komplement sa titrujú pred vlastnou titráciou.

Titrácia hemolytického amboceptoru:

Pripraví sa základné riedenie 1 : 1000 a z neho pomocný rad riedenia až do 1 : 10 000, prípadne i vyššie. Počínajúc najvyšším riedením sa napipetuje do skúmaviek titračného radu  vždy 0,2 ml amboceptoru príslušného riedenia. Do všetkých skúmaviek potom po 0,2 ml 2% suspenzie baraních krviniek, 0,4 ml roztoku podľa Mayera a 0,2 ml komplementu, riedeného 1 : 20. Súčasne sa rad doplní tromi skúmavkami bežných kontrol: amboceptoru, komplementu a krviniek. Všetko sa dôkladne premieša a ihneď vloží do vodného kúpeľa 37 ºC. Výsledok sa odčíta po 30 min. inkubácie. 

Pomocné riedenie amboceptoru
	Číslo skúmavky:  
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Výsledné riedenie amboceptoru 
	1000
	2000
	3000
	4000
	5000
	6000
	7000
	8000
	9000
	10000

	Amboceptor 1:1000 v ml  
	1
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25
	0,25

	Roztok podľa Mayera ml
	-
	0,5
	1,0
	1,5
	2,0
	1,25
	1,5
	1,75
	2,0
	2,25


	Riedenie amboceptoru 
	1000
	2000
	3000
	4000
	5000
	6000
	7000
	8000
	9000
	10000
	K1
	K2
	K3

	Dávky jednot. riedení v ml
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	-
	-

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	1 : 100

	Roztok podľa Mayera v ml
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,6
	0,6
	0,8

	Morčací komplement 1:20

 v ml
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	-
	0,2
	-

	2% suspenzie ovčích krviniek 

v ml
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	20 min. inkubácia vo vodnom kúpeli pri teplote 37 ºC.


K 1 - kontrola amboceptoru

K 2 - kontrola komplementu

K 3 - kontrola krviniek

Hodnotenie reakcie:

++++ 

- úplný útlm hemolýzy /+4/

+++, ++, + 
- útlm hemolýzy v postupne klesajúcej intenzite /+3, +2, +1/

· - 100% hemolýza - úplné rozpustenie krviniek

Minimálna hemolytická dávka amboceptoru (MHD) je obsiahnutá v 0,2 ml najvyššieho riedenia amboceptoru, ktoré pri nadbytku komplementov dokonale rozpustí 0,2 ml použitej suspenzie baraních krviniek (posledná úplne prejasnená  skúmavka). Pre senzibilizáciu krviniek sa riedi amboceptor tak, aby obsahoval v 0,2 ml 4 MHD. Hemolytický systém sa pripraví zmiešaním 2% suspenzie krviniek s rovnakým objemom amboceptoru v pracovnej dávke 4 MHD.

Titrácia komplementu:

Riedi sa bezprostredne pred použitím ochladeným riediacim roztokom a uchováva sa v chladničke. Vychádza sa zo základného riedenia 1:25. Titrácia komplementu sa vykoná podľa tabuľky.

	Skúmavka č.  
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	K1
	K2
	K3

	Komplement1 + 24
	0,20
	0,18
	0,16
	0,14
	0,12
	0,10
	0,08
	0,06
	0,04
	0,02
	0,20
	-
	-

	Roztok podľa Mayera
	0,40
	0,42
	0,44
	0,46
	0,48
	0,50
	0,52
	0,54
	0,56
	0,58
	0,60
	0,60
	0,80

	Hem. amboceptor 4 MHD
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	-
	0,20
	-

	2% baranie krvinky
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20
	0,20

	Inkubácia vo vodnom kúpeli 30 minút - 37 ºC

	% komplem.
	4%
	3,6
	3,2
	2,8
	2,4
	2,0
	1,6
	1,2
	0,8
	0,4
	++++
	++++
	++++


Výsledok sa odčíta po 30 min. inkubácie vo vodnom kúpeli pri 37 ºC. Titer komplementu je najmenšie množstvo komplementu, ktoré za daných podmienok je schopné rozpustiť všetky krvinky hemolytického systému. Pre pracovné riedenie sa používa komplement v dávke 1,5 MHD. (Napr. titer komplementu je 2,4 %, pracovné riedenie je 3,6 %).


Ako  kontroly slúžia


K1 - kontrola komplementu


K2 - kontrola amboceptoru


K3 - kontrola krviniek

Vyšetrované sérum konské sérum sa pred titráciou musí inaktivovať vo vodnom kúpeli pri 60 oC po dobu 20 min. Sérum iných equidae než koňov sa musí inaktivovať vo vodnom kúpeli pri 63 oC po dobu 35 min. Vyšetrované sérum sa na  titráciu riedi 1 + 4 (titer 1 : 5), 1 + 9 (titer 1 : 10) atd. K pripraveným riedeniam séra sa pridá rovnaké množstvo antigénu pri jeho pracovnom riedení, ďalej sa pridá rovnaký diel vytitrovaného komplementu (1,5 MHD) a nechá sa inkubovať vo vodnom kúpeli pri 37 oC po dobu 30 min. Potom sa pridá dvojnásobný objem hemolytického systému (rovnaký diel 2% baraních krviniek a hemolytického amboceptoru - 4 MHD). Nasleduje inkubácia vo vodnom kúpeli 30 min. pri 37 oC. Rovnakým spôsobom sa vykoná skúška na antikomplementaritu vyšetrovaného séra. V tomto rade je však antigén nahradený riediacim roztokom podľa Mayera. Súčasťou titrácie je i kontrola morčacieho komplementu, hemolytického systému a použitého antigénu s kontrolným pozitívnym sérom pri jeho pracovnom riedení

	Skúšané sérum
	Riedenie
	1:5
	1:10
	1:20
	1:40
	-
	-
	Sérum v prac. r.

	
	Dávka
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	-
	-
	0,2
	-

	Antigén 

pri pracovnom riedení
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	-
	-
	0,2
	0,2

	Komplement 1,5 MHD
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	-
	0,2
	0,2

	Inkubácia pri 37 ºC 30 minút 

	Hemolytický systém
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4
	0,4

	Roztok podľa Mayera
	
	
	
	
	0,4
	0,6
	
	0,2

	Inkubácia pri 37 ºC 30 minút


Posúdenie skúšky

Hodnotenie reakcie:

++++      úplná zábrana hemolýzy

+++, ++, +  zábrana hemolýzy v postupne klesajúcej intenzite 

-          úplné rozpustenie krviniek

Séra, ktoré už v titre 1: 5 spôsobujú útlm hemolýzy sa považujú za pozitívne.

Za dubiózne sa považujú séra, ktoré v titre 1 : 5 spôsobujú čiastočný útlm hemolýzy. Séra, ktoré v tomto titre nespôsobujú  žiadny útlm hemolýzy sa považujú za negatívne.

Pri dubióznom výsledku je nutné vyšetrenie opakovať za 2 až 3 týždne. 

Poznámka: Niektoré pozitívne séra môžu krížovo reagovať s Burkholderia pseudomallei (Pseuedomonas pseudomallei).

Čas použiteľnosti


1 rok. 

Poznámka: Exspirácia súprav je daná exspiračnou dobou komplementov. Ostatné komponenty v súprave je možné používať podľa na nich uvedenej exspirácie. Komplement morčací  a Amboceptor hemolytický je možné zakúpiť i samostatne.

Nepoužívať po dátume exspirácie uvedeného na  obale.
Spôsob skladovania


Pri teplote 2 – 8°C, v suchu a tme. Uchovávajte mimo dosahu detí.

Veľkosť balenia


Súprava obsahuje:

Antigén Burkholderia mallei (Pseudomonas mallei) pro RVK

            – 10 ml

Kontrolne pozitívne sérum Burkholderia mallei (Pseudomonas  mallei)

 – 1 ml

Hemolytický amboceptor






 – 1 ml 

Morčací komplement
lyofilizovaný 





 – 1 ml

Riediaci roztok
fyziologický






 – 2 ml

Pufrovaný fyziologický roztok podľa Mayera koncentrovaný

          – 100 ml

Likvidácia obalov


Likvidácia obalov a akýchkoľvek zvyškov prípravku musí byť vykonaná podľa platných legislatívnych predpisov.

Držiteľ rozhodnutia o zápise do zoznamu schválených prípravkov a výrobca: 

Bioveta, a.s., Komenského 212, Ivanovice na Hané

Dátum poslednej revízie textu:  

Február 2007

