Príloha č. 1 k Rozhodnutiu č.: 022/DG/16-S

NÁVOD NA POUŽITIE

                                                                                
Len na veterinárne použitie.

Názov a použitie 
IDEXX Bluetongue Competition je enzýmový imunotest na detekciu protilátok proti VP7 proteínu z Bluetongue vírusu (BTV) v jednotlivých vzorkách z plazmy a séra hovädzieho dobytka, oviec a kôz. 

Všeobecné informácie 
Bluetongue (Katarálna horúčka) je vírusové ochorenie postihujúce ovce, kozy, hovädzí dobytok a divo žijúce prežúvavce. Choroba je prenášaná hmyzom rodu Culicoides a klinické príznaky zahŕňajú silnú zápalovú reakciu a prekrvenie, sprevádzané vysokou horúčkou, opuchom jazyka a tváte, ulceráciu a krvácanie do sliznice. Choroba je spôsobená Bluetongue vírusom (BTV) katarálnej horúčky oviec, čo je segmentovaný RNA Orbivírus z čeľade Reoviridae.  Je známych 24 sérotypov: medzi BTV vírusovými proteínmi je VP7 prítomný pri všetkých známych 24 sérotypoch, silne imunogénny a špecifický pre BTV.

Popis a princíp testu 
Mikrotitračné doštičky sú pokryté rekombinantným VP7 proteínom. Vzorky sú pred testovaním zriedené a inkubované v jamkách. Počas inkubácie vzorky v pokrytých jamkách, VP7 špecifické protilátky vytvoria imunokomplex s VP7 proteínom. Po pridaní protilátkového enzýmového konjugátu v prítomnosti protilátok VP7 je konjugát blokovaný a nemôže sa naviazať na zodpovedajúce epitopy. V prípade neprítomnosti VP7 protilátok sa pridaný konjugát naviaže na zodpovedajúce epitopy. Nenaviazaný konjugát je premytý a je pridaný enzýmový substrát (TMB). V prítomnosti enzýmu je substrát oxidovaný a vzniká modrá zlúčenina, ktorá sa po pridaní blokátora mení na žltú. Ďalší vývoj sfarbenia je inverzne úmerný množstvu prítomných protilátok VP7 vo vzorke. Výsledok testu získame porovnaním optickej hustoty vzorky a negatívnej kontroly. 

	Reagecie 
	               Objem

	1    
	BTV-VP7  proteínom potiahnutá mikrodoštička
	5 
	10 

	2 
	Pozítívna kontrola 
	      1 x 1.0 ml 
	1 x 1.0 ml 

	3 
	Negatívna kontrola 
	      1 x 1.0 ml 
	2 x 1.0 ml 

	4 
	Konjugátový koncentrát (20X) 
	     1 x 4.0 ml 
	2 x 4.0 ml 

	5 
	D  Riediaci pufer N.2 
	    1 x 120 ml 
	1 x 120 ml 

	A 
	TMB Substrát N.12 
	      1 x 60 ml 
	1 x 120 ml 

	B 
	Stop roztok  N.3 
	      1 x 60 ml 
	1 x 120 ml 

	C  
	     Premývací koncentrát (20X) 
	    1 x 100 ml 
	2 x 100 ml 

	Ostatné zložky:  uzatvárateľné vrecúško
	1 
	1 




Poznámka: Pozrite si tabuľku na konci návodu pre popis symbolov použitých v návode a na štítkoch reagencií tohto kitu.

Uchovávanie
Uchovávajte reagenčné roztoky pri teplote 2–8°C. Pri správnom uchovávaní sú reagenčné roztoky stabilné až do dátumu exspirácie.

Potrebný materiál, ktorý nie je súčasťou Kitu
· Presné mikropipety alebo multi-dispenzné mikropipety.

· Jednorazové pipetovacie špičky.

· Odmerný valec so stupnicou na premývací roztok.

· Čítačka 96-jamkovej mikrotitračnej doštičky (opatrená 450 nm filtrom).

· Premývačka mikrotitračnej doštičky (manuálna, semi-automatický alebo  automatický systém)

· Na prípravu reagenčných roztokov používajte len destilovanú alebo deionizovanú vodu.

· Kryty na mikrotitračné doštičky (krycia, hliníková fólia alebo priľnavá).

· Vortex alebo iná centrifúga.

· Shaker na premiešavanie mikrotitračnej doštičky.

Upozornenia a varovania
· Zaobchádzajte so všetkým biologickým materiálom ako s potenciálne infekčným.

· Noste ochranné rukavice / ochranný odev / ochranu očí a tváre pri  zaobchádzaní so vzorkami a reagenciami.

· Pre ďalšie informácie si prečítajte Bezpečnostné listy produktu.

· Pozrite si na konci tohto návodu nebezpečenstvá a varovania pri práci s reagenčnými roztokmi.

Laboratórna práca
· Optimálne výsledky získame striktným dodržiavaním tohto postupu práce.  Dodržiavanie presnosti pri pipetovaní, dodržiavanie časového harmonogramu a starostlivé premývanie je nevyhnutné. Je potrebné použiť na každú vzorku a kontrolu novú pipetovaciu špičku.

· Nevystavujte TMB roztok silnému svetlu alebo oxidačným činidlám. Pri práci s TMB roztokom pracujte s čistým sklom alebo plastovými laboratórnymi pomôckami. 

· Všetok odpadový materiál by mal byť pred likvidáciou príslušne dekontaminovaný.  Nakladať s odpadom v súlade s lokálnymi, regionálnymi a národnými nariadeniami.

· Predchádzajte kontaminácii zložiek kitu. Nenalievajte nepoužité reagenčné roztoky späť do zásobných fliaš.

· Nepoužívajte kit po dátume exspirácie.

Príprava reagencií

Premývací roztok
Premývací koncentrát (20X) musí byť pred použitím zriedený 1:20 destilovanou/deionizovanou vodou (t. j. 15 ml premývacieho koncentrátu (20X) do 285 ml  destilovanej vody). Tento roztok je následne nazývaný ako "Premývací roztok".

Poznámka: Premývací koncentrát (20X) musí byť uchovávaný pri teplote 18–26°C a dôkladne premiešaný, aby sa zabezpečilo rozpustenie všetkých vyzrážaných solí. Premývací roztok je stabilný do troch dní pri skladovaní pri teplote 2–8°C.

Konjugát
Konjugátový koncentrát (20X) musí byť zriedený 1:20  premývacím roztokom.

Poznámka: Zriedený roztok konjugátu je stabilný 8 hodín pri teplote 18–26°C.

Postup pri testovaní
Všetky použité reagenčné roztoky pri tomto teste musia mať teplotu 18–26°C. Zamiešanie reagenčných roztokov musí prebiehať jemným vírením.

	1
	Zoberte pokryté doštičky a označte pozície vzoriek. Ak použijete len časť doštičky, odkryte len potrebné množstvo jamiek na testované vzorky. Zvyšné jamky uzatvorte s desikantom v uzatvárateľnom vrecúšku a vráťte do teploty 2–8°C.

	2
	Vypustite 80 μl riediaceho puferu N.2 do každej jamky.

	3
	Vypustite 20 μl NERIEDENEJ Negatívnej kontroly (NC) do duplicitných jamiek.

	4
	Vypustite 20 μl NERIEDENEJ Pozitívnej kontroly (PC) do jednej jamky.

	5
	Vypustite 20 μl NERIEDENEJ vzorky do každej jamky.

	6
	Zmiešajte obsah mikrojamiek jemným poklepkaním alebo použitím shakera. 

	7
	Zakryte doštičku a inkubujte 45 minút (±3 min.) pri 18–26°C.

	8
	Pridajte 100 μl ZRIEDENÉHO konjugátu do každej jamky.

	9
	Zakryte doštičku a inkubujte 45 minút (±3 min.) pri 18–26°C.

	10
	Odstráňte roztok a premyte každú jamku 3-krát približne  s 300 μL premývacieho roztoku. Predchádzajte vysušeniu doštičky medzi premývaním a pridaním ďalšieho reagenčného roztoku. 

Po konečnom premytí osušte každú doštičku absorbčným materiálom na odstránenie zvyškového premývacieho roztoku. 

	11
	Pridajte 100 μl TMB substrátu N.12 do každej jamky.

	12
	Inkubujte 10 minút (±3 min.) pri 18–26°C, chránené pred priamym svetlom.

	13
	Pridajte 100 μl Stop roztoku N.3 do každej jamky.

	14
	Zmerajte a zapíšte hodnotu absorbancie vzoriek a kontrol pri 450 nm. 




Poznámka: V prípade použitia robotiky je povolené počas inkubácie nepoužívať prekrytie doštičky v inkubačnej komore. Použitie robotiky je tiež nezlučiteľné s jemným premiešavaním alebo vírením doštičky. Doštičky pred čítaním môžu byť uchovávané až počas 1 hodiny v tmavej miestnosti. 
	15
	Výpočty:

	Kontrola

	NCx = NC1 A(450) + NC2 A(450)
                                2

	Kritériá validity

	0.700 ≤ NCx ≤ 3.000 
	S/N % PC A(450) < 20 %



	Pri neplatných výsledkoch može byť chybná technika prípravy a je potrebné test opakovať podľa priloženého návodu. 

	Vzorky

	S/N % = 100 X  Vzorka A(450)
                     NCx



	16
	Interpretácia:

	Negatívna
	            Podozrivá
	Pozitívna

	S/N %≥80
	        70 < S/N % < 80
	S/N% ≤ 70

	Poznámka: IDEXX má dostupné prístroje a softverové systémy, ktoré umožňujú vypočítať výsledky a ponúkajú zhrnutie dát.




Pre technickú podporu:

Kontaktujte Cymedica SK, s.r.o., Družstevná 1415/8, 960 01 Zvolen, SR Tel.: +42145 54 000 40

IDEXX USA Tel: +1 800 548 9997 or +1 207 556 4895
IDEXX Europe Tel: +800 727 43399Contact your IDEXX area manager or distributor or visit our website: idexx.com/contactlpd
IDEXX and Test With Confidence are trademarks or registered trademarks of IDEXX Laboratories, Inc. or its affiliates in the United States and/or other countries
© 2020 IDEXX Laboratories, Inc. All rights reserved.

Varovanie

H317/H412/P280/P302+P352/P333+P313
Pozitívna kontrola / Negatívna kontrola / Riediaci pufer N.2 – Môže vyvolať alergickú kožnú reakciu. Škodlivý pre vodné organizmy, s dlhodobými účinkami. Noste ochranné rukavice / ochranný odev / ochranné okuliare / ochranu tváre.  PRI KONTAKTE S POKOŽKOU: Umyte veľkým množstvom vody a mydla. Ak sa prejaví podráždenie pokožky alebo sa vytvoria vyrážky: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť.  
	H317/P280/P302+P352/P333+P313

Konjugátový koncentrát (20X) - Môže vyvolať alergickú kožnú reakciu. Noste ochranné rukavice / ochranný odev / ochranné okuliare / ochranu tváre. PRI KONTAKTE S POKOŽKOU: Umyte veľkým množstvom vody a mydla. Ak sa prejaví podráždenie pokožky alebo sa vytvoria vyrážky: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť.  
H314/H317/H318/H412/P280/P301+P330+P331/P303+P361+P353/P304+P340/P305+P351+P338

	Stop roztok – Spôsobuje vážne poleptanie kože a poškodenie očí. Môže vyvolať alergickú kožnú reakciu. Spôsobuje vážne poškodenie očí. Škodlivý pre vodné organizmy, s dlhodobými účinkami. Noste ochranné rukavice/ochranný odev/ochranné okuliare/ochranu tváre. PO POŽITÍ: Vypláchnite ústa. Nevyvolávajte vracanie. PRI KONTAKTE S POKOŽKOU (alebo vlasmi): Ihneď odstráňte/vyzlečte všetky kontaminované časti odevu. Pokožku opláchnite vodou/sprchou. PO VDÝCHNUTÍ: Presuňte postihnutého na čerstvý vzduch a nechajte ho oddychovať v polohe, ktorá mu umožní pohodlné dýchanie. PO ZASIAHNUTÍ OČÍ: Opatrne niekoľko minút oplachujte vodou. Ak používate kontaktné šošovky a ak je to možné, odstráňte ich. Pokračujte vo vyplachovaní.  



	Vysvetliky symbolov
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Autorizovaný zástupca v Európskom spoločenstve
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Pozitívna kontrola
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             Použiteľné do dátumu
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             Obmedzenia teploty
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Konzultovať návod na použitie
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Zásadná zmena v návode na použitie
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Bluetongue Virus (BTV) VP7 Antibody Test Kit











