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ID Screen® IBR gE kompetitivni

Kompetitivni ELISA pro stanoveni anti-BHV-1 gE antigentl v hovézim séru, plasmé a
mléce (jednotlivé vzorky, vzorky smésné nebo kondenzované vzorky).

DULEZITE:
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Pro pouziti in vitro

IBRGEC ver 1012GB

Navod k pouziti

e Vysledky se mohou liSit v zavislosti na pouzité promyvaci metodé.
e Pro zlepSeni robustnosti testu promyjte jamky 3x a mezi jednotliva promyti
zaclerite cca 2 min odmaceci dobu, po promyti nasleduje inkubace konjugatu.
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1. Obecné informace

Tento kit pro kompetitivni ELISu je navrZzen pro stanoveni protilatek pfimo proti gE
glykoproteinu BHV-1 viru.

Je mozné jej pouzit pro hovézi sérum, plasmu a mléko (jednotlivé vzorky, vzorky smésné
nebo kondenzované vzorky).

Detekuje pfirozené infikovana zvifata v ooCkované populaci za predpokladu, Ze jsou
zvifata oCkovana vakcinami s odstranénym BHV-1 gE.

2. Popis a princip
Jamky jsou potazeny cisténym BHV-1 lyzatem.
Testované vzorky a kontroly se pfidaji do jamek. Anti-gE protilatky, pokud jsou pfitomné,
vytvaFi komplex antigen-protilatka, ktery maskuje gE epitopy.
Do jamek se pfida anti-gE kifenovy peroxidazovy (HRP) konjugat. Ten navaze zbyvajici
volné gE epitopy za tvorby komplexu antigen-konjugat-HRP.
Po eliminaci zbyvajiciho konjugatu promytim se pfida roztok substratu (TMB).
Vysledné zabarveni zavisi na mnozstvi specifickych protilatek pfitomnych v testovaném
vzorku:

e za nepfitomnosti protilatek se objevi modré zabarveni, které prejde po pfidavku

stop roztoku do Zluté.
e za pFitomnosti protilatek se neobjevi Zzadné zabarveni.

MikrodestiCka se vyhodnocuje pfi 450 nm.

3. Obsah soupravy

Cinidla*
MikrodestiCky potazené BHV-1 Cisténym lyzatem
Anti gE-HRP (10x koncentrovany konjugat)
Pozitivni kontrola
Negativni kontrola
Redici pufr 1
Promyvaci koncentrat (20x)
Roztok substratu (TMB)
Stop roztok (0,5 M H,SO,)
*dodavana mnozstvi jsou uvedena na Stitku kitu

1. Konjugat, fedici pufr 1, kontroly a roztok substratu musi byt skladovany pfi 5 °C (
3 °C).

2. Ostatni Cinidla je mozné skladovat pfi teploté mezi +2 °C az +26 °C.

3. Slozky, které maji stejny nazev (promyvaci roztok, fedici roztoky) je mozné pouzit
pro cely sortiment IDvet.

M000.01-1213 Strana3z 7



IiD . VET
wnovitlve disghastics IBR MIéko gE Competition - navod k pouZiti

4. Potfebny material, ktery neni soucasti soupravy.
1. Jedno- nebo vicekanalové mikropipety o objemu 10 ul, 100 ul a 200 pl.
Jednorazové Spicky.
Odecitacku mikrodesticky s 96 jamkami.
Destilovana nebo deionizovana voda.
Manualni nebo automatické vymyvaci zafizeni.

a o

5. Upozornéni

1. Nepipetujte usty.

2. Roztok substratu mize drazdit kazi.

3. Stop roztok (0,5 M H,SO4) muze zpUsobit vazné popaleniny (R35). V pfipadé
kontaktu s kOzi nebo pfi zasazeni oCi ihned omyjte postizené misto velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafe (S26).

4. Nevystavujte roztok substratu pfimému svétlu ani oxidacnim Cinidlum.

5. Veskery jednorazovy material pouzivany ke zkouSce by mél byt pred likvidaci
nebo autoklavovanim pfi 120 °C dekontaminovan ponofenim do Cerstvé
pfipraveného 5 % chlornanu sodného nejméné na 1 hodinu.

6. Priprava vzorku

Pro zabranéni rozdilim v inkubaéni dobé& mezi vzorky je mozné pfipravit 96-jamkovou
destiCku obsahujici testované vzorky a kontroly, nez se pfenesou vicekanalovou pipetou
do ELISA mikrodesticky.

7. Priprava promyvaciho roztoku

Je nezbytné prenést promyvaci koncentrat (20x) do pokojové teploty a dukladné
promichat, aby se zajistilo uplné rozpusténi promyvaciho koncentratu (20x).

Pfipravte promyvaci roztok (1x) nafedénim promyvaciho koncentratu (20x) v destilované
/ deionizované vodé v poméru 1:20.

8. Postup zkousky

Pfed pouzitim ponechte vSechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu (21 °C +
5 °C). Homogenizujte vSechny reagencie pfevracenim nebo na vortexu.

Sérum a plazma
1. Pridejte:
do kazdé jamky 25 ul fediciho pufru 1.
do jamek Al a B1 25 pul pozitivni kontroly.
- dojamek C1 a D1 25 pl negativni kontroly.
- do zbyvajicich jamek 25 ul kazdého vzorku.
2. Inkubujte pres noc (12-16 hodin) pfi 21 °C (5 °C).
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3. Vyprazdnéte jamky. Kazdou jamku 3x promyjte pfiblizné 300 ul promyvaciho
roztoku. Zabrante vysuSeni jamek mezi promytimi.

Jednotlivé vzorky a vzorky smésné:
Odstfedte kazdy cely vzorek mléka nebo jen ponechte vzorky usadit, aby se oddélila
smetana od laktoséra (smetana nahore, laktosérum dole):
Pipetujte pod smetanou, aby se nepipetovalo jen laktosérum. (Protilatky se nachazeji
v laktoséru.)
1. Pridejte:

- do kazdé jamky 25 ul rediciho pufru 1.

- dojamek Al a B1 25 pl pozitivni kontroly.

- dojamek C1 a D1 25 ul negativni kontroly.

- do zbyvajicich jamek 150 yl kazdého méfeného vzorku.

2. Inkubujte 2 hodiny £ 10 min pfi 37 °C (x 3 °C) nebo pfes noc 12-16 hodin pfi 21 °C
(x5°C).

Poznamka: |Dvet doporucuje inkubaci pres noc, ktera nabizi lepsi citlivost.

3. Vyprazdnéte jamky. Kazdou jamku 5x promyijte pfiblizné 300 pl promyvaciho
roztoku. Zabrarite vysuSeni jamek mezi promytimi. Budte opatrni, aby po promyti
nezustal vjamce mastny krouZzek. Aby se zabranilo tukovym usazeninam, je
mozné zaclenit mezi promyvani dobu pro odmoceni 2-5 minut.

Vzorky kondenzovaného mléka:
Je mozné testovat kondenzované miléko. Sediment je tfeba znovu vytvofit s 0,4 ml
promyvaciho roztoku 1x a nasledné zcela rozfedit. Vzorek je méfen jako vzorek smésny.

Pro vSechny protokoly:
4. Pripravte konjugat 1x nafedénim konjugatu 10x redicim pufrem 1 v poméru

1:10.

5. Do kazdé jamky pfidejte 100 ul konjugatu 1x.

Inkubujte 30 min £ 3 min pfi 21 °C (£ 5 °C).

7. Jamky vyprazdnéte. 3x promyjte kazdou jamku pfiblizné 300 yl promyvaciho
roztoku. Zabrarite vysuSeni jamek mezi promytimi. Pro zlepSeni robustnosti testu
promyijte jamky 3x a mezi jednotliva promyti zaclente 2 min odmaceci dobu.

8. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl roztoku substratu.

9. Inkubujte 15 min £ 2 min pfi 21 °C (x 5 °C) ve tmé.

10.Pro zastaveni reakce pfidejte do kazdé jamky 100 pl stop roztoku.

11.Vyhodnotte a odectéte O.D. pfi 450 nm.

o

Validace
Test je vyhovuj2c? jestlige:
- prTmNrn8 hodnota negativn? kontroly OD (ODnc) je vitg?2 neg 0,7
ODnc>0,7
- prTmNrn& hodnota pozitivn2 kontroly (ODpc) je meng? neg 30% hodnoty ODnc

ODpc / ODnc < 0,3
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Vyhodnoceni
U kazdého vzorku vypoctéte kompetitivni procentualni podil (S/N %):
K ritivnf % ODvzorku £ 100
ompetitivn =
Pro sérum a plazmu P ’ ODNC

Vzorky:
- mensi nebo rovny 40 % jsou povazovany za pozitivni.
- vétsi nez 40 % a menSi nez 50 % jsou povazovany za nejisté.
- veétSi nebo rovny 50 % jsou povazovany za negativni.

vysledek stav

S/N % < 40 % POZITIVNI
40 % < S/N % < 50 % NEJISTE
S/N % > 50 % NEGATIVNI

Pro jednotlivé vzorky mlék, vzorky smésné nebo kondenzované:
Vzorky:

- mensi nebo rovny 60 % jsou povazovany za pozitivni.
- vétSi nez 60 % a menSi nez 70 % jsou povazovany za nejisté.
- vétSi nebo rovny 70 % jsou povazovany za negativni.

vysledek stav

SIN % < 60 % POZITIVNI
60 % < SIN % < 70 % NEJISTE
SIN % > 70 % NEGATIVNI
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Kancelare: Boreticka 2668/1, 193 00 Praha 9 - Horni Po&ernice, Ceska republika

tel.: +420 281 091 460, fax: +420 281 866 264, info@oks.cz

Servis: Boreticka 2668/1, 193 00 Praha 9 - Horni Pogernice, Ceska republika
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Kancelar: Bulharska 70, 821 04 Bratislava, Slovenska republika
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bratislava@oks.cz
Servis: tel.; +421 220 512 703
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