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ID Screen EHDV
Kompetitivní ELISA

Kompetitivní ELISA pro detekci protilátek proti proteinu EHDV VP7 ze vzorků séra nebo plazmy ovcí, koz, skotu, buvolů, jelenů a všech ostatních vnímavých druhů zvířat. 

Návod k použití

Použití in vitro
Pouze pro profesionální veterinární použití
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Obecné informace: 
Tato diagnostická souprava je určena k detekci protilátek proti proteinu EHDV VP7. 
Tato metoda je vhodná pro zpracování krevního séra nebo plazmy ovcí, koz, skotu, buvolů, jelenů a všech ostatních vnímavých druhů zvířat. 
Popis a princip: 
Mikrojamky jsou potaženy rekombinantním proteinem VP7. 
Do mikrojamek se přidají testované vzorky a kontroly. Pokud budou přítomny protilátky anti-VP7, vytvoří komplex protilátka-antigen, která maskuje epitopy VP7. 
Po promytí se do mikrojamek přidá značený konjugát křenové peroxidázy (HRP) anti-VP7. Ten se naváže na zbývající epitopy VP7 a vytvoří sloučeninu antigen-konjugát-HRP. 
Po promytí se k odstranění přebytečného konjugátu přidá roztok substrátu (TMB). 
Výsledné zbarvení jamek se odvíjí podle množství specifických protilátek přítomných v testovaném vzorku: 
· V případě nepřítomnosti protilátek ve vzorku bude mít roztok modrou barvu a po přidání zastavovacího roztoku změní svou barvu na žlutou. 
· Budou-li protilátky ve vzorku přítomny, neproběhne žádná změna zbarvení. 
Pro čtení jamek mikrodestičky se použije vhodné zařízení, odečet se provádí při vlnové délce 450 nm.

 Součásti soupravy: 
	Činidla* 

	Mikrodestičky potažené VP7 

	Koncentrovaný konjugát (10X) 

	Pozitivní kontrola 

	Negativní kontrola 

	Ředicí pufr 2 

	Ředicí pufr 3 

	Koncentrovaný promývací roztok (20X) 

	Substrátový roztok 

	Zastavovací roztok (0,5 M) 


 *Dávkovaná množství jsou uvedena na štítku soupravy. 
1. Konjugát, kontroly a roztok substrátu se musí skladovat při teplotě 5 °C (± 3 °C). 
2. Další reakční činidla je možné skladovat při teplotách od + 2 do + 26 °C. 
3. Podrobné podmínky skladování otevřených a/nebo zředěných složek naleznete na adrese https://www.innovative-diagnostics.com/storage-conditions 
4. Promývací a zastavovací roztoky je možné aplikovat na celou řadu výrobků ID.Vet. Substrátové roztoky a ředicí pufry se stejnými čísly šarží jsou zaměnitelné. 


Požadované materiály, které nejsou součástí balení: 
1. Jednokanálové nebo vícekanálové pipety pro dávkování objemů 100 µl a 500 µl. 
2. Jednorázové špičky. 
3. Destilovaná nebo deionizovaná voda. 
4. 96jamková mikrodestička.
5. Ruční nebo automatický promývací systém. 
6. Čtečka mikrodestiček s 96 jamkami. 

 Bezpečnostní opatření: 
1. Nepipetujte ústy. 
2. Obsahuje složky, které mohou být škodlivé pro kůži a oči a mohou způsobit senzibilizaci při styku s kůží. Vyvarujte se kontaktu s pokožkou a očima. Používejte ochranný laboratorní plášť, jednorázové rukavice a ochranné brýle. Zastavovací roztok (0,5 M kyselina sírová) může být při požití škodlivý. 
3. Nevystavujte roztok substrátu přímému světlu a oxidačním činidlům. 
4. Veškerý odpad se musí před likvidací řádně dekontaminovat. Při likvidaci postupujte podle místních předpisů. 
Podrobnější informace naleznete v bezpečnostním listu materiálu, který je dostupný na vyžádání na adrese info@innovative-diagnostics.com nebo u vašeho místního distributora. 

Příprava vzorku: 
Aby se předešlo rozdílům v inkubačních dobách mezi vzorky, je možné připravit 96jamkovou mikrodestičku obsahující testované a kontrolní vzorky před jejich přenesením na mikrodestičku ELISA pomocí vícekanálové pipety. 

Příprava promývacího roztoku: 
V případě potřeby nechejte koncentrovaný promývací roztok (20X) ohřát na pokojovou teplotu (21 °C ± 5 °C) a důkladně promíchejte, abyste měli jistotu, že je zcela homogenní. 
Promývací roztok (1X) připravte naředěním koncentrovaného promývacího roztoku (20X) v destilované/deionizované vodě v poměru 1:20. 
Kvalita promývacího kroku může mít vliv na výsledky. Dbejte na to, aby byly jamky před promýváním zcela prázdné. Při použití automatické myčky je mimořádně důležité správně nastavit parametry přístroje (režim, typ aspirace, výška aspirace). Další informace a „Průvodce promýváním ID.Vet“ jsou k dispozici na tomto odkazu: www.innovative-diagnostics.com/support/veterinary-diagnostics-support.



Testovací postup: 
Před použitím nechejte všechna reakční činidla 30 minut ohřát na pokojovou teplotu (21 °C ± 5 °C). Všechna činidla homogenizujte převrácením lahvičky nebo kroužením. 
1. Na mikrodestičku ELISA přidejte: 

· 50 μl ředicího pufru 2 do každé jamky,
· 20 μl pozitivní kontroly do jamek A1 a B1,
· 20 μl negativní kontroly do jamek C1 a D1, 
· 20 µl každého vzorku určeného k otestování do zbývajících jamek. 
2. Utěsněte destičku přilnavou fólií a nechte inkubovat po dobu 45 min. ± 4 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C). 
3. Připravte konjugát 1X zředěním koncentrovaného konjugátu 10X v poměru 1 : 10 v ředicím pufru 3. 
4. Vyprázdněte jamky. Vypláchněte 3krát každou jamku alespoň 300 µl promývacího roztoku 1X.  Dbejte na to, aby jamky mezi jednotlivými promývacími kroky nevyschly. 
5. Do každé jamky přidejte 100 µl konjugátu 1X. 
6. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 30 min. ± 3 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C). 
7. Vyprázdněte jamky. Vypláchněte 3krát každou jamku přibližně 300 µl promývacího roztoku 1X. Dbejte na to, aby jamky mezi jednotlivými promývacími kroky nevyschly. 
8. Do každé jamky přidejte 100 µl substrátového roztoku. 
9. Utěsněte destičku přilnavou fólií a nechte inkubovat po dobu 15 min. ± 2 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C) ve tmě. 
10. Do každé jamky přidejte 100 µl zastavovacího roztoku ve stejném pořadí jako v kroku č. 8, abyste zastavili reakci. 
11. Odečtěte a zaznamenejte hodnotu optické hustoty (O.D.) ve vzdálenosti 450 nm. 

Kontrola testu: 
Test je platný v případě, pokud: 
– bude průměrná hodnota negativního kontrolního vzorku O.D. (ODNC) větší než 0,7: 
ODNC > 0,700
– poměr průměrných hodnot O.D. pozitivního kontrolního vzorku (ODPC) a negativního kontrolního vzorku (ODNC) bude méně 0,3. 
ODPC / ODNC < 0,3

Vyhodnocení testu: 
Pro každý vzorek vypočítejte hodnotu S/N (%). 
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Vzorky s S/N: 
· menší nebo rovné 30 % se považují za pozitivní
· větší než 30 % a menší než 40 % se považují za nehodnotitelné 
· větší nebo rovné 40 % se považují za negativní


Tabulka pro hodnocení výsledku: 
	Výsledek 
	Stav 

	S/N ≤ 30 % 
	POZITIVNÍ 

	30 < S/N  < 40 % 
	NEHODNOTITELNÝ 

	S/N  ≥ 40 % 
	NEGATIVNÍ 



Poznámka: Program pro analýzu dat IDSoft je dostupný zdarma. Pro více informací se obraťte na uživatelskou podporu support.software@innovative-diagnostics.com nebo na vašeho místního distributora.  
Tento softwarový doplněk vypočítává celou řadu parametrů (validační kritéria, hodnoty S/P nebo S/N, titry, věk vakcinace, skupiny) a nabízí grafické znázornění serologických profilů testovaných zvířat.
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