Príloha č. 2 k Rozhodnutiu č.: 085/DG/16-S

IDEXX PM

KIT  NA  DÔKAZ  PROTILÁTOK  PROTI PASTEURELLA MULTOCIDA 

(Použitie pri kurčatách)


Len na veterinárne použitie.

	Názov a použitie


IDEXX PM je enzymová imunoanalýza na dôkaz protilátok proti Pastereulla multocida (PM) v sére kurčiat. 

	Všeobecné informácie


Hodnotenie imunitného stavu ako aj serologickej identifikácie PM vyžaduje meranie protilátok proti PM v sére. Enzýmová imunoanalýza sa preukázala ako efektívna pri kvantifikácii hladiny protilátok na PM a umožňuje monitorovanie imunitného stavu vo veľkých kŕdľoch.

	Popis a princíp testu


Test je  založený na  meraní  hladiny  protilátok  proti PM v  kuracom sére. Antigén je prevrstvený na 96‑jamkovej mikrotitračnej doštičke. Po inkubácii reagujú PM protilátky, ktoré sú prítomné vo vzorke s prevrstveným antigénom a vytvoria imunokomplex. Po preplachovaní sa pridáva do jamiek doštičky konjugát, ktorý sa naviaže na všetky kuracie protilátky v jamkách. Nenaviazaný konjugát je premytý a pridáme enzýmový substrát. Následné vytvorenie sfarbenia je priamo úmerné množstvu protilátok proti PM, prítomných v testovanej vzorke.

Reagencie







Množstvo

	1
	Mikrotitračné dosky s prevrstveným antigénom PM
	5

	2
	Pozitívna kontrola – zriedené kuracie anti-PM sérum, konzervované nátriumazidom
	1 x 1,0 ml

	3
	Negatívna kontrola – riedené kuracie sérum nereagujúce na PM, konzervované nátriumazidom
	1 x 1,0 ml

	4
	Konjugát: (Kozí)HRPO-konjugát anti-kurací, konzervovaný gentamicínom a ProClinTM 150
	1 x 60 ml

	5
	Roztok na riedenie vzoriek, konzervovaný nátriumazidom
	1 x 60 ml

	A
	TMB-substrát
	1 x 60 ml

	B
	Stop-roztok
	1 x 60 ml


POZNÁMKA: Popis medzinárodných symbolov použitých na etiketách súpravy je uvedený 

v tabuľke na konci viacjazyčného návodu.

	Uchovávanie


Všetky reagencie uchovávajte pri teplote 2 - 8°C. V prípade správneho uchovávania sú reagenčné roztoky stabilné až do dátumu exspirácie.

	Potrebný materiál, ktorý nie je súčasťou testovacej súpravy


· Precízne pipety alebo viackanálové pipety 

· Jednorazové pipetové koncovky (tips)

· Čítačka mikrotitračných doštičiek (na 96 jamiek s filtrom 650 nm)

· Premývačka mikrotitračnej doštičky (manuálna, semi-automatický alebo  automatický systém)
· Destilovaná alebo deionizovaná voda (na prípravu reagencií)

· Vortex alebo iný ekvivalent miešačky

	Upozornenia a varovania


· So všetkým biologickým materiálom je potrebné zaobchádzať ako s potenciálne              infekčným.  Chemicky ošetrený antigén nemusí byť úplne inaktivovaný.

· 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 roztoky s TMB silnému svetlu alebo oxidačným prostriedkom. Pri práci s roztokmi so substrátom TMB používajte čisté sklenené alebo plastové nástroje.

· Všetky zvyšky je potrebné pred likvidáciou riadne dekontaminovať a likvidovať v súlade s miestnymi právnymi predpismi.

· Je nutné zabrániť kontaminácii súčastí kitu. Nikdy nenalievajte reagencie späť do zásobnej fľaše.

· Nepoužívajte súčasti kitu po uplynutí času exspirácie a nezamieňajte súčasti súprav rôznych výrobných šarží.

	Príprava vzoriek


Pred testovaním zrieďte vzorky sér v pomere 1:500 roztokom na riedenie vzoriek (tzn. 1μl vzorky 500 μl riediaceho roztoku). Poznámka: Pozitívne a negatívne kontroly sa do testu neriedia.
Na každú vzorku použite novú pipetovaciu špičku. Vzorky musia byť dokonale premiešané, kým sa nanesú do prevrstvenej mikrotitračnej doštičky.

	Postup práce


Všetky reagencie sa musia pred použitím vytemperovať na teplotu 18ºC – 26ºC. Reagencie sa premiešajú opatrným miešaním alebo vo vortexe. 

1. Pripravte si mikrotitračnú dosku/dosky s prevrstveným antigénom a zaznamenajte pozície vzoriek. 

2. Napipetujte 100 μl neriedenej negatívnej kontroly (NC) do duplicitných jamiek.

3. Napipetujte  100 μl neriedenej pozitívnej kontroly (PC) do duplicitných jamiek. 

4. Do príslušných jamiek napipetujte 100 μl nariedenej vzorky. Vzorky môžu byť testované      duplicitne ale platí aj simplicitne testovaná vzorka.

5. Inkubujte 30 minút (± 2 minúty) pri teplote 18ºC – 26ºC.

6. Každú jamku premyjte 3 – 5 krát s pribl. 350 μl destilovanej alebo deionizovanej vody. Zabráňte vysušeniu doštičky medzi jednotlivými premytiami. Po poslednom premytí sa opatrne, ale pevne odklepnú zvyšky destilovanej vody z každej mikrotitračnej dosky na savý podklad.

7. Do každej jamky pridajte 100 μl konjugátu.

8. Inkubujte 30 minút (± 2 minúty) pri teplote 18ºC – 26ºC.

9. Opakuje sa krok 6.

10. Do všetkých jamiek pridajte 100 μl TMB-substrátového roztoku. 

11. Inkubujte 15 minút (± 1 minúta) pri teplote 18ºC – 26ºC.

12. Pridajte 100 μl stop-roztoku na ukončenie reakcie.

13. Zmerajte a zaznamenajte hodnoty absorbancie A(650) vzoriek a kontrol. 

14. Výpočet výsledkov:

Kontroly

	
	Výpočet strednej hodnoty negatívnych kontrol (NCx)
	     NC1 A(650) + NC2 A(650)

     _______________________ = NCx
                          2



	
	Výpočet strednej hodnoty pozitívnych kontrol (PCx)


	     PC1 A(650) + PC2 A(650)

     _______________________ = PCx
                          2




Kritériá validity

PCx-NCx  ˃ 0,075                                   NCx ≤ 0,150

Pri neplatných výsledkoch je potrebné test opakovať a prečítať si návod na vykonanie testu (môže byť chybná technika vykonania testu).

Vzorky

   Vzorka A(650)-NCx                                           Log10 Titer = 1,09 (log10 V/P) + 3,36*

     ________________ = V/P
          PCx-NCx

*Vzťahujúce sa na V/P pri riedení 1:500 pre konečný titer

Prítomnosť alebo neprítomnosť protilátok proti PM je stanovovaná pomocou merania absorbancie pri vlnovej dĺžke 650 nm (A650) a porovnaním s hodnotou A650 pozitívnej kontroly. Pozitívna kontrola je štandardizovaná a predstavuje signifikantnú hladinu protilátok proti PM v kuracom sére. Pomerná hladina protilátok vo vzorke je stanovená výpočtom pomeru V/P. Konečný titer je vypočítaný použitím týchto porovnaní.

INTERPRETÁCIA VÝSLEDKOV

Negatívne                                                                               Pozitívne

V/P ≤ 0,20                                                                              V/P ˃ 0,20

Pozitívny výsledok (titer vyšší ako 396) poukazuje na vakcináciu alebo inú expozíciu PM. Každé laboratórium si stanoví svoje vlastné kritériá na imunitu zohľadnením titra protilátok založenej na korelácii s IDEXX PM metodológiou laboratórneho testu a na historickej protilátkovej odpovedi vyvolanej špecifickou vakcináciou a vakcinačných protokoloch. Imunologický stav kŕdľa je najlepšie posúditeľný monitorovaním a zapisovaním titra protilátok v reprezentatívnych vzorkách v závislosti od času. 

Výsledky kŕdľového profilu umožňujú vyhodnotenie distribúcie titra protilátok a analýzy zmien titra v závisloti od času.

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

Odborný servis spoločnosti IDEXX:
IDEXX USA – tel.: +1 800 548 9997 alebo +1 207 556 4895 

IDEXX Európa – tel.: +800 727 43399

U.S. Vet. Licese No. 313

Product Code: 5130 00

*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.

© 2012 IDEXX Laboratories, Inc. Všetky práva vyhradené.
VAROVANIA

H315/H316/H319

Konjugát – Dráždi kožu. Spôsobuje mierne podráždenie pokožky. Spôsobuje vážne podráždenie očí.

H315/H319/P280/P332+P313/P337+P313

TMB substrát – Spôsobuje podráždenie kože. Spôsobuje vážne podráždenie očí. Noste ochranné rukavice/ochranu očí a tváre. Ak sa objaví podráždenie kože, vyhľadajte lekársku pomoc. Ak podráždenie očí pretrváva, vyhľadajte lekársku pomoc.

	Vysvetlivky symbolov
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Diagnostika in vitro
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Autorizovaný zástupca v Európskom spoločenstve
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Konzultovať návod na použitie
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Zásadná zmena v návode na použitie

Schvaľovacie číslo: 085/DG/16-S


Manufacturer
IDEXX Laboratories, Inc.

One IDEXX Drive 

Westbrook, Maine 04092 

USA 

EU-Representative
IDEXX Europe B.V.

P.O. Box 1334

2130 EK Hoofddorp

Holandsko

Idexx.com

