Príloha č. 1 k Rozhodnutiu č.: 085/DG/16-S

IDEXX BVDV Total Ab
Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) Protilátkový test Kit


Len na veterinárne použitie.
	Názov a použitie


IDEXX BVDV Total Ab je enzýmový imunotest firmy IDEXX na detekciu protilátok BVDV v bovínnych vzorkách séra, plazmy, vzoriek mlieka a hromadných vzoriek mlieka hovädzieho dobytka. 

	Všeobecné informácie


Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV), Border Disease Virus (BDV) a Hog Cholera Virus (Classical Swine Fever Virus, CSFV) sú tri vírusy patriace do rodu Pestivirus čeladi Flaviviridea. BVDV je jeden z najdôležitejších patogénnych vírusov pri dobytku, celosvetovo spôsobujúci značné straty v mliekarenskom a hovädzom priemysle. Typické symptómy BVDV infekcie sú hnačka, horúčka a následné zníženie produkcie mlieka. Imunosupresívny efekt BVDV môže potencovať rozvoj infekcie inými mikroorganizmami. Vírus prechádza placentou infikovaných gravidných kráv a spôsobuje reprodukčné straty potratom, predčasne narodenými teľatami a  rýchlo hynúcimi teľatami. Teľatá, ktoré prežijú, sú voči vírusu imunotolerantné a vylučujú veľké množstvo infekčného vírusu počas celého života. Je dôležité tieto trvalo infikované zvieratá identifikovať, aby bolo možné prerušiť infekčný cyklus v stádach. Trvalo infikované zvieratá často uhynú v prvých dvoch rokoch života na „mucosal disease“. Ako výsledok vnútromaternicovej infekcie býva BVDV častým kontaminantom biologických produktov, vakcín či farmaceutík. BDV spôsobuje podobné chorobné symptómy pri ovciach, zatiaľ čo CSFV spôsobuje vážne straty v bravčovom priemysle, pretože je vysoko patogénny a môže spôsobiť široko rozsiahly úhyn.


	Popis a princípy


IDEXX BVDV Total Ab je enzýmový imunotest na detekciu protilátok BVDV (Ab) vo vzorkách séra, plazmy a  mlieka hovädzieho dobytka. Mikrotitračná doštička je pokrytá antigénom BVDV a BVDV protilátky  zo vzoriek sa naviažu na antigény z mikrotitračnej doštičky. Po inkubácii vzoriek v jamkách mikrotitračnej doštičky sú viazané BVDV protilátky detegované špecifickým anti-bovin konjugátom chrenovej peroxidázy. Následne, nenaviazaný konjugát je premytý a pridáme substrát/chromogénový roztok. V prítomnosti enzýmu sa substrát premení na produkt, ktorý reaguje tvorbou modrej farby. Po pridaní Stop roztoku sa vytvorí žlté sfarbenie. Absorbanciu meriame pomocou spektrofotometra. Správne hodnoty absorbancie vzoriek sú vypočítané pomocou absorbancie odčítanej zo vzorky a odčítanej od hodnoty absorbancie pozitívnej kontroly. Tvorba zafarbenia znamená prítomnosť protilátok vo vzorke (pozitívny výsledok).

Reagencie




Objem

	   1
	BVDV Antigénom pokrytá doštička
	     5

	2
	Pozitívna kontrola
	1 x 1.0 ml

	3
	Negatívna kontrola
	1 x 1.0 ml

	4
	Konjugát                               
	1 x 60 ml

	5
	Riediaci roztok  
	1 x 60 ml

	A
	TMB Substrát N.12
	1 x 60 ml

	B
	Stop roztok N.3
	1 x 60 ml

	C
	Premývací koncentrát (10X)
	1 x 480 ml

	
Ostatné zložky: uzatvárateľné vrecúško                       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 alebo duálnym filtrom 450 nm a 650 nm).

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

Na prípravu reagenčných roztokov používajte len destilovanú alebo dejonizovanú vodu.

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

· Centrifúga (kapacita 2000 x g).

· 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.

	Laboratórne predpisy


· 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 a nezamieňajte súčasti kitov rôznych výrobných šarží.

	Príprava premývacieho roztoku


Premývací koncentrát (10X) musí byť uchovávaný pri teplote 18–26°C a dôkladne premiešaný, aby sa zabezpečilo rozpustenie všetkých vyzrážaných solí. Premývací koncentrát musí byť pred použitím zriedený 1:10 destilovanou/deionizovanou vodou (t. j. 30 ml koncentrátu (10X) do 270ml  destilovanej vody na jednu testovaciu doštičku). Ak je riedenie robené v sterilnom prostredí, môže byť premývací roztok uchovávaný jeden týždeň pri teplote 2 - 8°C. 

	Príprava vzoriek


Testované môžu byť čerstvá alebo mrazená plazma, sérum alebo mlieko hovädzieho dobytka. Vzorka z plného mlieka môže byť použitá po odtučnení cetrifugáciou 15 minút pri 2 000 g alebo nechať odstáť vzorku cez noc v chlade (pri teplote 2 - 8°C). Pri odtučnenom mlieku nie je potrebná žiadna ďalšia príprava.
	Postup pri testovaní
Všetky použité reagenčné roztoky pri tomto teste musia mať teplotu 18 – 26°C. Zamiešanie reagenčných roztokov musí prebiehať jemným vírením.

      Vzorky plazmy alebo séra



	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
	Pridajte 100 μl Riediaceho roztoku do každej jamky.

	3
	Pridajte 25 μl  Negatívnej kontroly (NC) do duplicitných jamiek.

	4

5


	Pridajte  25 μl Pozitívnej kontroly (PC) do duplicitných jamiek.

Pridajte  25 μl vzoriek do zvyšných jamiek. Pokračujte krorkom 6.

 Vzorky mlieka

	1

2

3

4

5
	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. 

Pridajte 100 μl Riediaceho roztoku len do jamky s pozitívnou a negatívnou kontrolou.

Pridajte 25 μl Negatívnej kontroly (NC) do duplicitných jamiek.

Pridajte  25 μl Pozitívnej kontroly (PC) do duplicitných jamiek.

Pridajte 100 μl NEZRIEDENEJ vzorky mlieka äz vrstvy pod tukom) do zvyšných jamiek na doštičke. Pokračujte krokom 6. 

Spoločné postupy pre vzorky séra, plazmy a mlieka.



	6
	Zmiešajte obsah mikrojamiek jemným poklepkaním alebo použitím shakera.  

	7

8

9

10
	Zakryte doštičku a inkubujte 90 minút (±5 min.) pri teplote 18 - 26°C alebo cez noc (12–18 hodín) pri teplote 2–8°C. Postup inkubácie cez noc je odporúčaný pre hromadné vzorky z mlieka. Alebo ďalšou možnosťou je doštičku hermeticky uzavrieť alebo prikryť a inkubovať vo vlhkej komore na predídenie vyschnutia doštičky.
Odstráňte roztok a premyte každú jamku 5-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. 

Pridajte 100 μl Konjugátu do každej jamky.

Inkubujte 30 minút (±2 min.) pri teplote 18–26°C. 



	11     Opakujte krok 8.

12     Pridajte 100 μl TMB Substrátu N.12 do každej jamky.

13     Inkubujte 10 minút (±1 min.) pri teplote 18 – 26 °C.

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

	15


	Zmerajte a zaznamenajte absorbanciu vzoriek a kontrol pri 450 nm alebo použitím duálnej 

vlnovej dĺžky pri 450 nm a pri 650 nm.

	
	

	16  
	Výpočet:



	Kontroly

	NC¯x = NC1 A(450) + NC2 A(450)
                               2
	PC¯x = PC1 A(450) + PC2 A(450)
                              2

	Kritériá 
	validity

	
	NCx ≤ 0.250                                                   PCx – NCx ≥ 0.150


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

...............................................................................................................................................

	
	

	Vzorky

	V/P =  Vzorka A(450) - NCx 

                  PCx – NCx

	

	Prítomnosť alebo neprítomnosť BVDV protilátok vo vzorkách je stanovená pomerom V/P hodnôt absorbancie každej vzorky.

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------.
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Interpretácia:

Vzorky zo séra, plazmy alebo individuálnych vzoriek mlieka
Negatívna                                        

                        Suspektná
Pozitívna

V/P ˂ 0,20

               0,20 ≤ V/P ˂ 0,30

V/P ≥ 0,30



	            Vzorky z hromadného mlieka 
Negatívna
Pozitívna
V/P ˂ 0.20
V/P ≥ 0.20
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.: 045 54 000 40, info@cymedica.sk

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 a Test With Confidence sú obchodné značky alebo registrované obchodné značky spoločnosti IDEXX Laboratories, Inc. alebo ich dcérskych spoločností v USA a/alebo ďalších státoch. 

Informácie o patentoch: idexx.com/patents.

© 2019 IDEXX Laboratories, Inc. Všetky práva vyhradené.



VAROVANIA

	H317 / P280 / P302+P352 / P333 + P313


Pozitívna kontrola / Negatívna kontrola / Konjugát / Riediaci roztok  – Môže vyvolať alergickú kožnú reakciu. Používajte ochranné rukavice. PRI KONTAKTE S KOŽOU: Umyte veľkým množstvom vody a mydla. Pri podráždení kože alebo vyrážke: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť.

	H314 / H317 / H318 / H412 / P280 /   P301 + P330 + P331

P303 + P361 + P353 / P304 + P340/P305 + P351 + P338


Roztok na zastavenie reakcie – Spôsobuje vážne poleptanie kože a poškodenie očí. Môže vyvolať alergickú kožnú reakciu. Spôsobuje vážne poškodenie očí. Škodlivý pre vodné organizmy, s dlhodobými účinkami. Používajte ochranné rukavice/ochranný odev/ochranné okuliare/tvárový štít. PRI POŽITÍ: Vypláchnite ústa. NEVYVOLÁVAJTE zvracanie. PRI KONTAKTE S KOŽOU (alebo s vlasmi): Všetky kontaminované časti odevu okamžite vyzlečte. Opláchnite kožu vodou. PRI VDÝCHNUTÍ: Preneste osobu na čerstvý vzduch a ponechajte ju v polohe uľahčujúcej dýchanie. PO ZASIAHNUTÍ OČÍ: Niekoľko minút ich opatrne vyplachujte vodou. Vyberte kontaktné šošovky, ak sú nasadené a pokiaľ ich možno vybrať ľahko. Pokračujte vo vyplachovaní.

Vysvetlivky symbolov
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 Číslo šarže
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Sériové číslo
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Katalógové číslo
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Diagnostika in vitro
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Autorizovaný zástupca v Európskom spoločenstve
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Pozitívna kontrola
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Negatívna kontrola
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Použiteľné do dátumu
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Dátum výroby
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Výrobca
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Obmedzenia teploty
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Konzultovať návod na použitie

[image: image13.emf]  

Zásadná zmena v návode na použitie
Schvaľovacie číslo: 058/DG/16-S

IDEXX Laboratories, Inc.

One IDEXX Drive 

Westbrook, Maine 04092 

USA 

Výrobca
IDEXX Switzerland AG

Stationsstrasse 12

CH-3097 Liebefeld-Bern

Switzerland

EU-Representative
IDEXX Europe B.V.

P.O. Box 1334

2130 EK Hoofddorp

The Netherlands

Idexx.com
.

