Príloha č. 1 k Rozhodnutiu č.: 160/DG/22-S

NÁVOD NA POUŽITIE

 Bovine Rhinotracheitis Virus (BHV-1) gE

Antibody Test Kit

IDEXX IBR gE

KIT  NA  DÔKAZ  gE - PROTILÁTOK  PROTI  VÍRUSU

INFEKČNEJ BOVÍNNEJ RHINOTRACHEITÍDY

(BHV-1)

Len na veterinárne použitie.

	Názov a použitie


IDEXX IBR gE je enzymová imunoanalýza na dôkaz protilátok proti gE-antigénu bovínneho herpesvírusu typu 1 (BHV-1) v jednotlivých vzorkách séra a plazmy hovädzieho dobytka  a jednotlivých vzorkách mlieka, bazénových vzorkách mlieka a zmesných vzorkách mlieka  z tanku. Prítomnosť gE-protilátok poukazuje na kontakt s prirodzenými kmeňmi BHV-1 a/alebo na imunizáciu očkovacou látkou obsahujúcou gE-antigén. Tento test enzýmovej imunoanalýzy je určený na použitie v kontrolných a eradikačných programoch proti bovínnemu herpesvírusu 1 (BHV-1). Pri uplatnení gE deletovanej vakcíny môže táto súprava predstavovať účinný test na rozlíšenie prirodzene infikovaných od imunizovaných zvierat.
	Všeobecne


K zvyčajným opatreniam na ochranu hovädzieho dobytka pred infekciou BHV-1 patrí aplikácia konvenčných očkovacích látok. Bolo preukázané, že hodnota štandardných serologických metód na posudzovanie kontaktu s BHV-1 po vakcinácii je len obmedzená, pretože tieto metódy nedokážu rozlíšiť prirodzene infikované zviera od zvieraťa imunizovaného. Boli vyvinuté očkovacie látky, ktoré umožňujú zreteľné serologické rozlíšenie.1 Tieto vakcíny neobsahujú vírusový proteín gE. gE je vírusový glykoproteín, ktorý nie je dôležitý pre vznik ochrany pred infekciou, ale je prítomný vo všetkých známych virulentných kmeňoch BHV-1. Pretože IDEXX IBR gE preukazuje špecifické protilátky proti gE, nereaguje na protilátky zvierat, ktoré boli vakcinované gE-negatívnou očkovacou látkou. Identifikuje však tie zvieratá, ktoré sa prirodzene infikovali alebo boli vakcinované konvenčnými očkovacími látkami. Pred vakcináciou hovädzieho dobytka gE-negatívnou očkovacou látkou sa majú vyšetriť hladiny protilátok zvierat pomocou testu IDEXX IBRgb Ab alebo pomocou testu na dôkaz celkových protilátok IDEXX IBR. Po vakcinácii je potrebné zvieratá pravidelne vyšetrovať na možnú prirodzenú infekciu vírusom IBR kitom IDEXX IBR gE.

	Popis a princípy testu


Test s kitom IDEXX IBR gE sa vykonáva na mikrotitračnej doske prevrstvenej BHV-1-antigénom. Pri prvej inkubácii reagujú IBR-protilátky, ktoré sú prítomné vo vzorke, vrátane gE-protilátok, s prevrstvenými antigénmi. Po vyplachovaní sa pridáva do jamiek dosky konjugát monoklonálnej protilátky anti-BHV-1-gE a v ďalšej inkubácii je voľný pre väzbu s vírusovým gE antigénom. Ak nie sú v testovanej vzorke prítomné gE-protilátky, môžu konjugované gE-protilátky voľne reagovať s gE-antigénom. Avšak  ak sú v testovanej vzorke gE-protilátky prítomné, blokujú monoklonálnym protilátkam konjugovaným enzýmom, aby reagovali s antigénom. Po tejto druhej inkubácii sa vypláchne nenaviazaný konjugát a pridá sa roztok enzým-substrátový chromogén. V prítomnosti enzýmu sa premieňa substrát na substanciu, ktorá reaguje s farebným nosičom a navodí modré sfarbenie. Absorbancia pri 650 nm, A(650), sa zmeria spektrofotometrom. Výsledok sa vypočítava delením hodnoty A(650) testovanej vzorky strednej hodnotou A(650) negatívnej kontroly, čím sa získava hodnota V/N. Množstvo gE-protilátok je nepriamo úmerná hodnote A(650) a tým taktiež hodnote V/N. Prítomnosť protilátok proti BHV-1 vrátane anti-gE poukazuje na prirodzenú infekciu s BHV-1 alebo na vakcináciu konvenčnou gE-pozitívnou modifikovanou živou alebo mŕtvou očkovacou látkou. Prítomnosť BHV-1-protilátok preukázaných testom IDEXX IBRgb Ab alebo testom na dôkaz celkových protilátok IDEXX IBR za súčasnej neprítomnosti gE-protilátok (preukázané pomocou IDEXX IBR gE) poukazuje na vakcináciu očkovacou látkou bez gE-antigénu.

Reagencie








Množstvo

	1
	Mikrotitračné doštičky s prevrstveným antigénom BHV-1
	5
	30

	2
	Pozitívna kontrola
	1 x 5,0 ml
	1 x 6,5 ml

	3
	Negatívna kontrola
	1 x 5,0 ml
	1 x 6,5 ml


	4
	Konjugát
	1 x 60 ml
	1 x 350 ml

	5
	Roztok na riedenie vzoriek
	1 x 140 ml
	1 x 480 ml

	A
	TMB-substrát
	1 x 60 ml
	1 x 400 ml

	B
	Stop-roztok
	1 x 60 ml
	1 x 400 ml

	C
	Koncentrát (10 X) na premývanie
	1 x 235 ml
	3 x 480 ml

	Ostatné súčasti: Uzatvárateľný ZIP sáčok
	1
	0


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. Pri správnom uchovávaní sú reagencie stabilné až do dátumu exspirácie.

	Potrebný materiál, ktorý nie je súčasťou testovacej súpravy


· Precízne pipety alebo viackanálové pipety.
· Jednorazové pipetovacie špičky (tips).
· Odmerný valec na premývací roztok.
· 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.
· Skúmavky na riedenie vzoriek.

	Upozornenia a varovania


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

· 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 premývacieho roztoku


· Premývací koncentrát (10X) musí byť tepemperovaný na teplotu 18 - 26 ºC a dôkladne premiešaný, aby sa rozpustili všetky prípadne vyzrážané kryštáliky. Pred použitím musí byť zriedený 1:10 destilovanou/deionizovanou vodou.
	Príprava vzoriek a doby inkubácie


A. Vzorky sér a plazmy

Rozrieďte vzorky sér a kontrolné vzorky v pomere 1:2 roztokom na riedenie vzoriek. Príklad: 75µl roztoku na riedenie vzoriek a 75µl vzorky premiešajte a preneste 100 μl na dosku. Alternatívne je možné riedenie vykonať priamo v testovacej doske (50 μl riedidla vzoriek a 50 μl vzorky alebo kontrol, dôkladne premiešajte). Testujte vzorky sér po inkubácii cez noc (18 - 24 hodín) pri teplote 
18 – 26ºC. Dosky musia byť pritom dobre utesnené, aby sa zabránilo odparovaniu.

 B. Jednotlivé vzorky mlieka a bazénové vzorky mlieka

Vzorky sa testujú neriedené, inkubované cez noc (12-18 hodín) pri teplote 18 – 26ºC; dosky pritom musia byť dobre utesnené, aby sa zabránilo odparovaniu.

POZNÁMKA: Pred vykonaním testu je dôležité odstrániť tuk z mlieka. Akýkoľvek zvyškový tuk v jamkách môže nepriaznivo ovplyvniť výsledky testu. Pozitívne a negatívne kontroly sa do testu neriedia.

 C. Zmesné vzorky mlieka z tanku (koncentrované)

Zmesné vzorky mlieka z tanku sa koncentrujú2 a peletovaný sediment sa resuspenduje v 0,5 ml premývacieho roztoku. Peletovaný sediment sa musí celkom rozpustiť. Vzorky koncentrovaného mlieka sa testujú počas 2 hodín (± 5 minút) pri teplote 18 – 26ºC. Zo stád pozostávajúcich viac ako 50 zvierat je potrebné odobrať dve vzorky. 

POZNÁMKA: Pred vykonaním testu je dôležité odstrániť tuk z mlieka. Akýkoľvek zvyškový tuk v jamkách môže nepriaznivo ovplyvniť výsledky testu. Pozitívne a negatívne kontroly sa do testu neriedia.
	Postup práce


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

1. Pripravte si mikrotitračnú dosku/dosky s prevrstveným antigénom a zaznamenajte pozície vzoriek. Ak používate len časť dosky, vyjmite len jamky, ktoré budú postačovať na testované vzorky. Zvyšné jamky vložte spolu s desikantom do uzatvárateľného ZIP sáčku, ktorý je súčasťou súpravy a uložte pri teplote 2 – 8ºC.

2. Do jamiek A1 a A2 sa pipetuje negatívna kontrola (NK, celkový objem 100 μl) ako je uvedené v častiach A, B a C.

3. Do jamiek A3 a A4 sa pipetuje pozitívna kontrola (PK, celkový objem 100 μl) ako je uvedené v častiach A, B a C.

 4. Do príslušných jamiek sa pipetuje 100 μl vzoriek (sérum alebo mlieko).
 5. Inkubácia vzoriek, ako je uvedené v predchádzajúcom kroku A, B a C.

 6. Každá jamka sa premyje päťkrát s pribl. 300 μl premývacieho roztoku. Po každom premývaní sa zo všetkých jamiek odsaje tekutý obsah. Po poslednom odsatí premývacieho roztoku sa opatrne, ale pevne odklepnú zvyšky premývacieho roztoku z každej mikrotitračnej dosky na savý podklad.

 7. Do každej jamky sa pridá 100 μl konjugátu.

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

 9. Opakuje sa krok 6.

10. Do všetkých jamiek sa pridá 100 μl TMB-substrátového roztoku. 

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

12. Do každej jamky sa pridá 100 μl stop-roztoku na ukončenie reakcie.

13. Meranie a zaznamenávanie hodnot A(650) vzoriek a kontrol. 

14. Výpočet výsledkov.

	Výsledky


Aby bol test platný, musí byť výsledok rozdielu strednej hodnoty negatívnych kontrol (NKx) mínus stredná hodnota pozitívnych kontrol (PKx) väčšia alebo sa musí rovnať 0,300. Ak nie je test platný, je to možné vysvetliť možným nepresným pracovným postupom a test je potrebné opakovať po precíznom prečítaní návodu. Prítomnosť alebo neprítomnosť protilátok proti gE-antigénu sa zistí prepočtom hodnoty V/N pre každú vzorku.
Výpočty

	1.


	Výpočet strednej hodnoty negatívnych kontrol (NKx)
	       A1 A(650) + A2 A(650)

     _______________________ = NKx
                          2



	2.


	Výpočet strednej hodnoty pozitívnych kontrol (PKx)


	       A3 A(650) + A4 A(650)

     _______________________ = PKx
                          2



	3.


	Výpočet pomeru V/N
	       Vzorka A(650)

     ________________ = V/N
                  NKx




Kritériá validity

NCx- PCx  ≥  0,300                                  

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

 INTERPRETÁCIA VÝSLEDKOV

	A. Sérum a plazma


Negatívne                                   Suspektné                                            Pozitívne

V/N ˃ 0,70                              0,70 ≥ V/N ˃ 0,60                                 V/N≤ 0,60

	B. Vzorky mlieka


Negatívne                                                                         Pozitívne

V/N ˃ 0,80                                                                    V/N≤ 0,80

Poznámka: IDEXX má dostupné prístroje a softvérové systémy, ktoré umožňujú vypočítať výsledky a ponúkajú zhrnutie dát.
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Pre technickú podporu:

Kontaktujte Cymedica SK, s.r.o., Družstevná 1415/8, 960 01 Zvolen, SR
 045 54 000 40, info@cymedica.sk
Odborný servis spoločnosti IDEXX:
IDEXX USA – tel.: 1 800 548 9997 alebo 1 207 556 4890 

Fax: 1 800 328 5461 alebo 1 207 556 4826

IDEXX – tel.: 00800 727 43399

Fax: 00800 433 99329
*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.

© 2017 IDEXX Laboratories, Inc. Všetky práva vyhradené.

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.
	H319 / P280 / P337+P313


Roztok na riedenie vzoriek - Spôsobuje vážne podráždenie očí. Noste ochranu očí. Ak podráždenie očí pretrváva, vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť.

	H316 / H319 / P280 / P332+P313 / P337+P313


TMB substrát – Spôsobuje mierne 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.

Vysvetlivky symbolov
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Diagnostika in vitro
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Autorizovaný zástupca v Európskom spoločenstve
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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
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Zásadná zmena v návode na použitie
Schvaľovacie číslo: 160/DG/22-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 B.V.

P.O. Box 1334

2130 EK Hoofddorp

The Netherlands
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