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IDEXX PRV/ADV gB

Česká verze
Sada k testování protilátek proti viru Aujezskyho choroby gB
Pouze pro veterinární účely.
Název a způsob použití
IDEXX PRV/ADV gB je enzymový imunologický test k detekci protilátek proti viru Aujezskyho choroby (PRV) u prasat v séru, plazmě a exsudátu z masa prasat. Vzorky exsudátu z masa jsou analyzovány pouze podle protokolu testování přes noc. Tato sada je určena k zajištění kontroly a eradikace Aujezskyho choroby. V USA se jedná o oficiální test, který se používá v rámci kooperativního státního/federálního programu kontroly Aujezskyho choroby. V USA se tento produkt smí používat k testování exsudátu z masa pouze v laboratořích, které mají
 k tomuto typu testování povolení organizace National Veterinary Services Laboratories (NVSL). Laboratoře, které mají povolení testovat virus Aujezskyho choroby ve vzorcích séra, mohou tuto sadu používat výhradně k testování vzorků séra. Protokol pro testování masové šťávy není v některých zemích validován (např. ve Francii a Španělsku) a nesmí být tudíž v těchto státech používán v rámci oficiálních národních testovacích programů. Uživatelé by si měli u národních úřadů ověřit aktuální znění předpisů v oblasti testování masové šťávy.
Obecné informace
Aujezskyho chorobu (neboli pseudorabies či pseudovzteklinu) vyvolává prasečí herpesvirus typu 1. Infekce s nejvyšší úmrtností postihují sající selata narozená náchylným prasnicím. Selata s fatálním průběhem onemocnění vykazují následující příznaky: těžké dýchání, horečka, hypersalivace, anorexie, zvracení, průjem, třes a deprese. U selat této věkové kategorie v konečných fázích infekce běžně pozorujeme ataxii, nystagmus, záchvaty, občasné křeče, koma a smrt.  Selata obvykle hynou 24 až 48 hodin po výskytu zjevných klinických příznaků. Klinické projevy onemocnění u odstávčat a výkrmových prasat jsou v podstatě totožné – s tím rozdílem, že infekce většinou probíhá 4 až 8 dnů. Úmrtnost u dospělých prasat může dosahovat 2%, ke ztrátám však většinou nedochází.1,2 I když u březích samic je klinický průběh prakticky stejný jako u dospělých prasat, dochází k odchylkám kvůli transplacentární infekci plodů.  Případná transplacentární infekce PRV má v závislosti na stádiu gestace následující důsledky: resorpce plodu, předčasné vypuzení plodu, narození macerovaných plodů, mrtvě narozená selata, narození slabých nebo infikovaných selat. Gustafson uvádí, že až 20% prasnic v nedávno zotaveném chovu po dalším krytí nezabřezne.1 Zda jsou zvířata vystavena viru PRV prostřednictvím přirozené infekce nebo vakcíny je možné zjistit měřením protilátek v séru, plazmě nebo exsudátu z masa (pouze protokol testování přes noc).
Popis a zásady testování
Test IDEXX PRV/ADV gB se provádí v jamkách mikrotitračních destiček potažených antigenem PRV při dvojnásobném zředění vzorku (1/2). Během první inkubace reagují protilátky proti PRV přítomné ve vzorku s antigeny na destičce. Po promytí je do jamky přidán konjugát monoklonální protilátky Anti-PRV gB, který během druhé inkubace soupeří o virový antigen. Pokud v testovaném vzorku nejsou protilátky PRV gB, konjugované protilátky mohou reagovat s antigenem. Pokud naopak v testovaném vzorku protilátky PRV gB jsou, enzymové konjugované monoklonální protilátky jsou zablokovány a nemohou reagovat s antigenem. Po této inkubaci je konjugát, který nereagoval, odstraněn promytím a přidá se roztok substrátu/chromogenu. Za přítomnosti enzymu je substrát konvertován na produkt, který reaguje s chromoforem, čímž vzniká modré zbarvení. Absorbance při 650 nm [A(650)] se měří spektrofotometrem. Výsledky jsou vypočítány dělením hodnoty A(650) vzorků střední hodnotou A(650) negativní kontroly, čímž získáme poměr S/N (vzorek/negativní kontrola). Množství protilátek proti PRV je nepřímo úměrné hodnotě A(650) a tím také hodnotě S/N. Přítomnost protilátek proti PRV poukazuje na předchozí expozici terénnímu kmenu PRV, aplikaci konvenční modifikované živé vakcíny, vakcíny s usmrceným virem nebo aplikaci vakcíny s delecí gE.
Činidla 
Objem

Poznámka: V tabulce na konci tohoto dokumentu je uveden popis symbolů používaných v příbalové informaci a na etiketě této testovací sady.
Uchovávání
Činidla uchovávejte při teplotách 2-8 °C. Pokud jsou činidla správně uchovávána, jsou stabilní až do vypršení data exspirace.
Nezbytné pomůcky a nástroje, které nejsou součástí sady
• Přesné mikropipety a mikropipety pro hromadné dávkování
• Jednorázové špičky pipet
• Odměrný válec pro přípravu promývacího roztoku
• Čtečka 96-jamkových mikrotitračních destiček (vybavená 650 nm filtrem)
• Promývačka mikrotitračních destiček (ruční, poloautomatický nebo automatický systém)
• Při přípravě činidel pro testování používejte pouze destilovanou nebo deionizovanou vodu
• Vortex nebo srovnatelné míchací zařízení
Bezpečnostní opatření a varování
• S každým biologickým materiálem manipulujte tak, jako by byl infekční. Antigen použitý v činidlech této sady nemusí být kompletně inaktivovaný.
• Při práci se vzorky a činidly používejte ochranné rukavice / ochranný oděv / ochranné brýle a obličejový štít.
• Další informace jsou uvedeny v materiálovém bezpečnostním listu.
• Varování a upozornění týkající se činidel jsou uvedena na konci této příbalové informace.
Laboratorní postupy
• Optimálních výsledků dosáhnete díky striktnímu dodržování tohoto protokolu. K zajištění maximální přesnosti během celého postupu je nutné pečlivé pipetování, dodržování časových intervalů a promývání. Pro každý vzorek a kontrolní test používejte novou špičku pipety.
• TMB roztok nevystavujte silnému světlu nebo oxidačním činidlům. Při práci s TMB roztokem používejte skleněné nebo plastové vybavení.
• Všechny odpadní materiály je nutné před likvidací řádně dekontaminovat. Jednotlivé materiály likvidujte v souladu s místními, regionálními nebo národními předpisy.
• Je třeba také dbát na to, aby nedošlo ke kontaminaci součástí sady. Použitá činidla nenalévejte zpět do nádobek.
• Sadu nepoužívejte po vypršení data exspirace.
Přípravy promývacího roztoku
Promývací koncentrát (10X) musí mít před použitím teplotu 18-26°C a je třeba jej promíchat, aby se rozpustily všechny vysrážené soli. Promývací koncentrát (10X) musí být před použitím naředěn destilovanou/deionizovanou vodou v poměru 1/10  (na 1 testovanou destičku např. 30 ml promývacího koncentrátu (10X) + 270 ml vody).
Příprava vzorků
Jednotlivé vzorky (sérum, plazma nebo exsudát z masa)
Připravte dvojnásobné ředění (1/2) testovaných vzorků a kontrol, které jsou součástí sady, ředidlem vzorků (např. 150 µl vzorku + 150 µl ředidla vzorků).
Postup testování
Všechna činidla musí mít před použitím teplotu 18-26 °C. Činidla promíchejte pomalým obracením nádobky nebo jejím kroužením.
1. Vyjměte destičku (nebo destičky) potažené antigenem a zaznamenejte pozici vzorku. Pokud používáte dělitelné destičky, vyjměte pouze tolik jamek, kolik vzorků budete testovat. Zbývající jamky umístěte společně s vysoušecím činidlem do uzavíratelného sáčku, který je součástí sady, a vložte opět do chladničky (2-8°C).
2. Přeneste 100 µl NAŘEDĚNÉ negativní kontroly (NC) (ŘEDĚNÍ 1/2) do duplicitních jamek.
3. Přeneste 100 µl NAŘEDĚNÉ pozitivní kontroly (PC) (ŘEDĚNÍ 1/2) do duplicitních jamek.
4. Přeneste 100 µl NAŘEDĚNÝCH vzorků do příslušných jamek.
5. Vzorky séra či plazmy mohou být testovány po 60minutové (± 5 minut) inkubaci při teplotě 18-26 °C ("krátký protokol") nebo po 16-20hodinové inkubaci při teplotě 2-8 °C ("protokol testování přes noc"). Poznámka: Všechny vzorky exsudátu z masa musí být analyzovány pomocí protokolu testování přes noc.
6. Roztok odstraňte a každou jamku 3-5x promyjte přibližně 300 µl promývacího roztoku. Destičky nesmí mezi jednotlivými promýváními oschnout, dokud není přidáno další činidlo. Po posledním promytí každou destičku jemně přitiskněte na savý materiál, aby se osušily zbytky promývacího roztoku.
7. Do každé jamky přeneste 100 µl konjugátu.
8. Inkubujte po dobu 20 minut (± 1 minuta) při teplotě 18-26 °C.
9. Opakujte krok 6.
10. Do každé jamky přeneste 100 µl TMB substrátu.
11. Inkubujte po dobu 15 minut (± 1 minuta) při teplotě 18-26 °C.
12. Do každé jamky přeneste 50 µl roztoku k zastavení reakce (Stop Solution).
13. Změřte a zaznamenejte A(650) vzorků a kontrol.
14. Výpočty:
Kontroly
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Kritéria validity
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Při neplatných testech může být na vině postup testování. Ještě jednou si pečlivě prostudujte tuto příbalovou informaci a test zopakujte podle pokynů zde uvedených.

Vzorky
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Přítomnost či nepřítomnost protilátek proti antigenu je určena nejprve na základě výpočtu hodnoty S/N každého vzorku.
15. Interpretace:
Jednotlivé vzorky séra a plazmy a vzorky exsudátu z masa
Protokol pro testování masové šťávy není v některých zemích validován a nesmí být tudíž používán v rámci oficiálních národních testovacích programů. Uživatelé by si měli u národních úřadů ověřit aktuální znění předpisů v této oblasti. Poznámka: Krátký protokol a protokol testování přes noc využívají různé mezní hodnoty (cut-off).
Krátký protokol (1 hodina/18-26 °C)
	Negativní
	
	Podezření
	
	Pozitivní*

	S/N > 0,70
	
	0,60 < S/N ≤ 0,70
	
	S/N ≤ 0,60


Protokol testování přes noc (16-20 hodin/2-8 °C)
Negativní
Podezření
Pozitivní*
S/N > 0,60
0,50 < S/N ≤ 0,60
S/N ≤ 0,50
*Doporučujeme potvrzovat všechny pozitivní nálezy duplicitně.
Poznámka: Společnost IDEXX nabízí nástroje a softwarové systémy, které provádí kalkulaci výsledků a vytvářejí souhrnné přehledy dat. 
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VAROVÁNÍ
H316/P332+P313/EUH208
Konjugát − Vyvolává mírné podráždění kůže. Používejte ochranné rukavice. Obsahuje Proclin. Může způsobit alergickou reakci.
H319/P280/P337+P313
Ředidlo vzorků − Vyvolává vážné podráždění očí. Používejte ochranné brýle / obličejový štít. Pokud podráždění očí přetrvává: Vyhledejte lékařskou pomoc / ošetření.
H315/H319/P280/P332+P313/P337+P313
TMB substrát – Dráždí kůži. Způsobuje vážné podráždění očí. Používejte ochranné rukavice / ochranné brýle / obličejový štít. V případě podráždění kůže: Vyhledejte lékařskou pomoc / ošetření. Pokud podráždění očí přetrvává: Vyhledejte lékařskou pomoc / ošetření.
H316/P332+P313
Roztok k zastavení reakce − Vyvolává mírné podráždění kůže. Používejte ochranné rukavice.
Popis symbolů
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Kód šarže
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Sériové číslo
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Katalogové číslo
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Diagnostika in vitro
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Autorizovaný zástupce v Evropském společenství
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Pozitivní kontrolní vzorek
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Negativní kontrolní vzorek
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Použijte do
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Datum výroby
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Výrobce
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Teplotní omezení
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Čtěte příbalovou informaci
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Větší změna v příbalové informaci
Výrobce
IDEXX Laboratories, Inc.
One IDEXX Drive
Westbrook, Maine 04092
USA
Zástupce pro EU a držitel rozhodnutí o schválení
IDEXX Europe B.V.
P.O. Box 1334
2130 EK Hoofddorp
Nizozemsko
idexx.com

Číslo schválení:097-16/C
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Destička potažená antigenem PRV�
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Pozitivní kontrola — ředěné prasečí sérum s protilátkami proti PRV; Konzervant: azid sodný�



1 x 3,0 ml�



1 x 7,0 ml�
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3�
Negativní kontrola — prasečí sérum nereagující na PRV;


Konzervant: azid sodný�



1 x 3,0 ml�



1 x 7,0 ml�
�



4�
Konjugát — anti-PRV gB: HRPO konjugát; konzervanty: gentamycin a Proclin�



1 x 60 ml�



1 x 350 ml�
�
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Ředidlo vzorku — konzervováno azidem sodným�



1 x 120 ml�



1 x 300 ml�
�
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TMB substrát�



1 x 60 ml�



1 x 315 ml�
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B�



Roztok k zastavení reakce (Stop solution)�



1 x 60 ml�



1 x 315 ml�
�



C�



Promývací koncentrát (10X) — konzervant: gentamycin�



1 x 235 ml�



3 x 480 ml�
�
Další součásti: Uzavíratelný sáček�
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