Príloha č. 1 k Rozhodnutiu č.: 162/DG/22-S
NÁVOD NA POUŽITIE


Len na veterinárne použitie. 

Názov a použitie 
IDEXX IBR gB X3 je enzýmový imunotest na detekciu BHV1(bovínny herpesvírus -1) špecifických protilátok proti pôvodcovi infekčnej bovínnej rinotracheitídy (IBR) v jednotlivých bovínnych vzorkách séra, plazmy a mlieka použitím IBR-gB špecifických monoklonálnych protilátok. 

Všeobecné informácie
Infekčná bovínna rinotracheitída je vysoko nákazlivá, infekčná choroba, ktorej pôvodcom je bovínny herpesvírus-1 (BHV1). Okrem toho, že spôsobuje choroby dýchacích ciest, tento vírus môže vyvolať zápal spojiviek, vulvovaginitídu, potraty, encefalitídu a generalizované systémové infekcie. Napriek klinickým príznakom, ktoré vysoko naznačujú ochorenie na IBR, nie sú reálne vymedzené patopneumonické znaky ochorenia na IBR. Preto je laboratórne potvrdenie nevyhnutné v prípade identifikovania BHV 1 infekcie. Potvrdenie vystaveniu sa prirodzenej BHV1 infekcii je uľahčené zmeraním protilátok v sére alebo mlieku. Enzýmová imunoanalýza (ELISA) na detekciu protilátok proti BHV1 pri hovädzom dobytku preukázala koreláciu s vírus neutralizačným testom (VN), aj keď môže byť viac senzitívna. 

Popis a princíp testu 
IDEXX IBR gB X3 je test založený na enzýmovej imunoanalýze na detekcii prítomnosti protilátok proti IBR/IPV v jednotlivých vzorkách hovädzieho séra, plazmy a mlieka. Navyše protilátková odpoveď vyvolaná vakcínou obsahujúcou B -glykoprotein (gB) z BHV1 je stanovená týmto ELISA testom. IBR vírusové antigény sú imobilizované na mikrotitračnej doštičke. Po inkubácii skúšanej vzorky v antigénom potiahnutej jamke, protilátky špecifické pre IBR vytvoria komplex so znehybnenými vírusovými antigénmi. Po premytí nenaviazaného materiálu z jamiek je pridaný gB-špecifický monoklonálny protilátkový konjugát chrenovej peroxidázy, ktorý sa nenaviaže na BHV1 antigén, keď antigénový determinant, rozpoznaný monoklonálnou protilátkou už je blokovaný protilátkami v testovanej vzorke. Následne je nenaviazaný konjugát premytý a pridá sa roztok substrátu. V prítomnosti enzýmu je substrát premenený na produkt, ktorý reaguje s chromogénom za vzniku modrého sfarbenia. Po pridaní Stop roztoku sa sfarbenie zmení na žlté. Absorbancia sa zmeria pomocou spektrofotometra pri vlnovej dĺžke 450 nm [A(450)] alebo duálne pri 450 nm a 650 nm [A(450/650)]. Blokované percento vzoriek je vypočítavané použitím absorbancie [A(450)] alebo [A(450/650)] získanej testovaním vzorky a negatívnej kontroly neobsahujúcej špecifické protilátky.

	Reagencie
	Objem

	1
	BHV-1 Antigénom pokrytá doštička
	5
	30

	2
	Pozitívna kontrola
	1 x 2.0 ml
	1 x 6.5 ml

	3
	Negatívna kontrola
	1 x 2.0 ml
	1 x 6.5 ml

	4
	Konjugát
	 1 x 60 ml
	1 x 350 ml

	A
	TMB Substrát N.12
	 1 x 60 ml
	1 x 400 ml

	B
	Stop roztok N.3
	 1 x 60 ml
	1 x 400 ml

	C
	Premývací koncentrát (10X)
	1 x 480 ml
	3 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-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.
· Centrifúga (kapacita 2000 x g).
· Shaker na premiešavanie mikrotitračnej doštičky.
· Inkubátor schopný udržiavať teplotu +37°C (±3°C).
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 prípravy
· 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 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 2 - 8°C.

Príprava vzoriek
Testovaná môže byť čerstvá, chladená alebo zmrazená plazma alebo sérum. Vzorka z plnotučného mlieka môže byť použitá po odstredení v centrifúge 15 minút pri 2000 xg alebo sa nechá odstáť cez noc v chladničke (2 – 8°C). Pri vzorke z odtučneného mlieka nie je potrebná predpríprava.

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

	Vzorky séra a plazmy


	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 50 μl zriedený premývací roztok do každej jamky.

	3
	Napipetujte 50 μl  Negatívnej kontroly (NC) do duplicitných jamiek.

	4
	Napipetujte 50 μl Pozitívnej kontroly (PC) do duplicitných jamiek.

	5
	Napipetujte 50 μl vzoriek do zvyšných jamiek.

	6
	Zmiešajte obsah mikrojamiek jemným poklepkaním alebo použitím shakera.  

	7


	Zakryte doštičku a inkubujte 2 hodiny (± 5 min.) pri 37°C (± 3°C) alebo cez noc (12–18 hodín) pri teplote 2 – 8°C. Alebo ďalšou možnosťou je doštičku hermeticky uzavrieť alebo prikryť a inkubovať vo vlhkej komore. Prejdite na krok 8 nižšie.



	Vzorky mlieka
1        Pripravte potiahnutú doštičku (doštičky) a zaznamenajte polohu vzorky. Ak použijete iba časť    doštičky, odkryte iba tie jamky, ktoré sú dostatočné na testovanie vzoriek. Zvyšné jamky spolu s vysúšadlom vložte do dodaného extra vrecka so zipsom a vráťte ich do teploty 2 – 8 ° C.

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

3       Napipetujte 100 μl  Pozitívnej kontroly (PC) do duplicitných jamiek.
4        Napipetujte 100 μl vzorky odtučneného mlieka (z pod vrstvy tuku) do jednej alebo duplicitných jamiek.

5      Doštičku zakryte a inkubujte cez noc (12–18 hodín) pri 2 – 8 ° C. Doštičky by mali byť hermeticky uzavreté alebo zakryté a inkubované vo vlhkej komore. Prejdite na krok 8 nižšie.

Spoločné postupy pri vzorkách séra, plazmy a mlieka

	

	8
	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 absorpčným materiálom na odstránenie zvyškového premývacieho roztoku. 

	9
	Napipetujte 100 μl konjugátu do každej jamky.

	10
	Inkubujte 1 hodinu (± 5 min.) pri teplote 18–26°C.

	11
	Opakujte krok 8.

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

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

	14
	 Napipetujte 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

	NCx = NC1 A(450) + NC2 A(450)
                               2
	PCx = PC1 A(450) + PC2 A(450)
                              2

	Kritériá validity
	

	NCx ≥
	0.500                                                 PCx Blokovanie % > 80


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

	
	

	Vzorky


	Blokovanie % = 100 x NCx A(450) – Vzorka A(450)
                                                      NCx A(450)

	

	Prítomnosť alebo neprítomnosť IBR-gB protilátok je stanovená blokovaním percenta pri každej vzorke.



	17
Interpretácia:
   Negatívna

                       Suspektná

     Pozitívna

Blokovanie%<45

         45 ≤ Blokovanie %< 55

Blokovanie%≥55



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

Pre technickú podporu:

IDEXX USA Tel: +1 800 548 9997 or +1 207 556 4895
IDEXX 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



VAROVANIA
	H316 / P332+P313 / EUH208


Konjugát – Spôsobuje mierne podráždenie kože. Ak sa objaví podráždenie kože, vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť. Obsahuje kathon. Môže spôsobiť alergickú reakciu.
	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/starostlivosť. Ak podráždenie očí pretrváva, vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť.


	H302 / H315 / H317 / H319 / H335 / P280 / P333+P313 / P337+P313

	Stop roztok – Škodlivé pri prehltnutí. Spôsobuje podráždenie kože. Môže spôsobiť alergickú reakciu kože. Spôsobuje závažné podráždenie očí. Môže spôsobiť podráždenie dýchacích ciest. Noste ochranné rukavice/ ochranu očí a tváre. Ak podráždenie kože pretrváva alebo sa objaví vyrážka, vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť. Ak podráždenie oči pretrváva, vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť. 


	EUH208

	Premývací koncentrát / pozitívna kontrola / negatívna kontrola– Obsahuje Proclin. Môže spôsobiť alergickú reakciu.
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Zásadná zmena v návode na použitie
Schvaľovacie číslo: 162/DG/22-S
IDEXX Laboratories, Inc.

One IDEXX Drive 

Westbrook, Maine 04092 

USA 

Manufacturer
IDEXX Switzerland AG

Stationsstrasse 12

CH-3097 Liebefeld-Bern

Switzerland

EU-Representative
IDEXX B.V.

P.O. Box 1334

2130 EK Hoofddorp

The Netherlands

Infectious Bovine Rhinotracheitis Virus (BHV1) gB Antibody Test Kit


IDEXX IBR gB X3











