£
Testline §

Clinical .. .
Diagnostics .

r

Navod pro pouZziti

PTB Ab ELISA 480
REF|PTB480

480

Souprava pro profesiondlni pougiti

GMP

TestLine Clinical Diagnostics s.r.0. & Veterinary Research Institute
Kizikova 68, 612 00 Brno, Czech Republic Hudcova 70, 621 32 Brno
Tel.: +420 541 248 311 Czech Republic
FAX: +420 541 243 390 ftw‘“‘“ Tel.: +420 533 331 111
E-mail: info@testlinecd.com : @ FAX.: +420 541 211 229
www.testlinecd.cz 3\AY, E-mail: podatelna@vri.cz

www.testlinecd.com 50901 WWW.vri.cz



PTB Ab ELISA 480 E

OBSAH

L VO weeooeeeeresssassesecssassesesssassssasssassstessssssssasssssssssssssssssasassssatassssesssasssssssssasasases 3
2 PHNCIP TESTU cueueeeiirtirnraresnsastsastesssasinsassssnsssessasssasssnsssnsasatsntasantasnsasassasseses 3
3 SIOZENT SOUPIAVY cuverereucrresesssssmssassssssssssiansmsssssssnensssssasssssssssisassastestasninsasnessses 4
4 Dalsi potiebné vybaveni k Provedeni teStU ....evevecscsieriiiinnnsisnsnssstsnsasninienees 5
5 Skladovani @ eXSPIrace SOUPTAVY ...ccccceucersessunesnsssssscssesssssssnsnsasssssssasnssassssses 5
6 PFiprava pracovnich roztoK{......oevuuienesnniinnescnisiusssnnmsssnsensissscssnsnsnsmacacssesees 5
7  Red&ni vzorki @ KONtrolnich SEr .......ceeieceinieiiininninnesniisisisnisnssessesssnsnsnienes 6
8 PracOVNT POSTUD cecceerrreeressssessssssssssssmssssansssnsasststemessasassssnsssasssassnsasassnsnsasacesess 6
O PracoVNi SChEMA ..cevueeueerceseiisnnranntesessssstsstisnssnssasansnsestsstsassniansnsssssssssanansanees 8
10 VAlidita tESTU.cueerrreerrerrereresessessaessnesssaasseasstessasssssssasssssssecsstssnsssaasntessssssasssansscnse 9
11 Hodnoceni VYSIEAKU ...cccevirirerenmmrnsncssstiisisisninsssnsssassisnsasnissessasasansasasassnsacacs 9
12 BEZPEENOSE PrACE cuuverereeussarsssssastemsssssnasmasssssaststusstsssnasiansssstisssasassanssssasasseses 10
13 Technické PFPOMINKY ..coreriiereessiniiinineiiniinsnssistsisitsssnsnsssassssasanansncacenes 11
14 VysvEtleni SYMDBOIT c.cueeuieeericiiisnitnisssnesssssssasssss s eens 12

29.08.2019 2/16 verze 1



PTB Ab ELISA 480 _ﬂ

Imunoenzymaticka souprava pro screeningové stanoveni
protilatek proti Mycobacterium paratuberculosis v hovézim
séru, plazmé a mléku

1  Uvod

Paratuberkuléza (Johne’s diseases) je ekonomicky nakladné onemocnéni domacich
preZvykavcd (zpGsobované Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis;
MAP) Piivodce vyvolava nelééitelné onemocnéni skotu s velmi dlouhou inkuba&ni
dobou 2 a vice let. Zakladnim klinickym pfiznakem je vodnaty prijem s intenzivnim
hubnutim p¥i zachovaném prijmu potravy. Zvite hyne v pokrocilé fazi onemocnéni na
vycerpani.

Vprab&hu vyluéovani MAP v klinickém stadiu onemocnéni zvifata zacnou tvofit
protilatky proti pivodci onemocnéni. Tyto protilatky viak kiizove reaguji s jinymi
mykobaktériemi. Tyto kfiové reagujici protilatky musi byt odstranény absorpci
séra/plazmy a mléka s M. phlei pted provedenim testu.

2 Princip testu

Souprava umoZfiuje detekci specifickych protildtek ve vzorku metodou EIA, typ
sandwich (tj. pevnd fize s navazanym specifickym antigenem - protildtka
z vySetfovaného vzorku — znadeni protilatka). Znacena protilatka (konjugat) je
zvifeci imunoglobulinovd frakce proti hovézimu imunoglobulinu konjugovana
kfenovou peroxidazou. Peroxidizova aktivita se stanovuje pomoci substratu s TMB,
ktery zmodra v pfipadé pozitivity. Cela reakce je ukon&ena zastavovacim roztokem:.
Dojde ke zméné& modrého zabarveni na Zluté. Intenzita Zlutého zabarveni se méfi na
fotometru (pfi vinové délce 450 nm) a je Gmérna koncentraci specifickych protilatek
pfitomnych ve vzorku.

Pouzity antigen
Purifikovany a inaktivovany sekreéni antigen M. avium spp. paratuberculosis.
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3 Slozeni soupravy

[MICROPLATE| Potazena desticka 5 ks
s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek v sacku se
susidlem

NCS Negativni kontrolni sérum 1x0,4 ml

12krat koncentrované hovézi sérum neobsahujici
specifické protilatky

PCS-L Pozitivni kontrolni sérum limitni 1x0,4ml
12krat koncentrované hovézi sérum obsahuijici
specifické protilatky

[CONJUGATE| Konjugat 1x0,8 ml
100krat koncentrované kozi nebo kralici protilatky
proti hovézimu imunoglobulinu znacené
peroxidazou

DILUENT 14 Redici roztok vzorka 14 (zeleny) 1x 60 mi
Pufr se stabilizatory bilkovin a extraktem M. phlei,
v pracovnim fedéni

[coms. DILUENT 16|  Redici roztok konjugatu 16 (modry) 1 x 60 ml
Pufr se stabilizatory konjugétu, v pracovnim fedéni

[SUBSTRATE 5| TMB-Complete 5 1 x 60 ml
Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici
TMB/H02, v pracovnim Fedéni

Promyvaci roztok 2 x 60 ml
20krét koncentrovany pufr

STOP Zastavovaci roztok 1 x 60 ml
Roztok kyseliny, v pracovnim fedéni
Pracovni navod 1ks
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4  Dalsi potfebné vybaveni k provedeni testu

Jedno a vicekandlové pipety

Spicky pro jednorazové pouZiti

Mikrotitraéni desticky

Promyvaci zafizeni

Stopky

Trepacka mikrotitracnich desticek (pfi vySetfovani mensich soubord vzork(i neni
nezbytna)

Fotometr pro mikrotitra¢ni desticky

5> Skladovani a exspirace soupravy

Soupravu skladujte pfi teploté +2 °C aZ +8 °C. Pfi dodrieni skladovacich podminek
plati exspirace uvedend na obalu soupravy. Po otevieni je doporu&eno soupravu
spotfebovat do 3 mésic. Souprava nesmi zmrznout!

Vzorky a jejich skladovani

Jako vzorek k vysetfeni maze byt pouzito krevni sérum, plazma a vzorky mléka
(individudlni, smésné a bazénové). Vysetfované vzorky (sérum, plazma,mléko) je
mozZno uchovdévat pfi +2 °C a3 +8 °C maximalné 48 hodin.

Vzorky mléka mohou byt konzervovany napf¥. Bronopolem, BSM tablety. Takto
konzervované vzorky mléka je mozné skladovat pfi +2 ° Ca7 +8 ° C maximalné 6 dnd.

Pfi delSim skladovéni vzorky zmrazte na -20 °C.

6 Prfiprava pracovnich roztokd

Promyvaci roztok fedte 1:20. Napf. 60 ml koncentrovaného Promyvaciho
roztoku + 1140 ml destilované vody (pro 1 desticku 15 ml Promyvaciho
roztoku + 285 ml destilované vody).

V lahvitce s Promyvacim roztokem se mohou vytvofit krystaly soli. Tyto krystaly je
tfeba pfed pouzitim rozpustit zahfatim na vodni ldzni. Roztok po nafedéni je stabilni
jeden tyden pfi +2 °C a¥ +8 °C.

Redici roztok vzork je jiz v pracovni koncentraci, déle nefedit!

Redici roztok konjugatu je ji7 v pracovni koncentraci, déle nefedit!

Konjugat redte 1:100 Redicim roztokem konjugatu. Napt. 100 pl Konjugdtu dopliite
Redicim roztokem konjugatu do celkového objemu 10 ml (pro jednu desti¢ku: 120 ul
do 12 ml, pro jeden strip 10 pl do 1 ml).

Redéni provadéjte nejdfive 10 minut pred pouZitim. Dobte promichejte!
TMB-Complete je jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok v pracovnim
fedéni, dale nefedit!
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Zaménitelnost roztoki

TMB-Complete je v EIA soupravach Testline zaménitelny, pokud ma stejné Ciselné
oznadeni. Promyvaci a Zastavovaci roztok je univerzalni ve viech EIA soupravach
Testline.

7 Redéni vzorka a kontrolnich sér
Redici roztok vzork( pied pouZitim getrné promichejte.

Redéni vzorka a kontrolnich sér

Ddkladné promichané vzorky a kontrolni séra (PKS-L a NKS) fedte 1:12 Redicim
roztokem vzorkd:

papf.. 10 plvzorku (kontrolniho séra) + 110 pl Rediciho roztoku vzorkd.
Redéni provadéjte v jamkach Cisté mikrotitraéni desticky — neni soucasti soupravy
(viz kapitola Pracovni postup). Dobfe promichejte.

Naredéné vzorky je nutno vysetfit co nejdrive.

Pfiprava vzorkd mléka

Vzorky mléka se centrifuguji nebo nechaji sednout tak, Ze se tuk oddéli od mlé¢ného
séra (tuk nahote, sérum dole). Pi pipetovani zavedte $picku pod tuk, vy3etfuje se
mlééné sérum.

Vzorky mléka (individudlni, smésné a bazénové) se vysetiuji fedéné 1:2 Redicim
roztokem vzorkd (napf. 60 pl + 60 pl)

8 Pracovni postup

Véechny reagencie nechte vytemperovat na laboratorni teplotu a dukladné
promichejte. Nepouzijete-li celou desticku, zbylé stripy vratte zpét do obalu se
sugidlem, hermeticky uzaviete a skladujte pfi +2 °C az +8 °C. Disledné chraiite pred
vlhkosti!

1. Déavkujte kontroly a vzorky podle pracovniho schématu. Vzorky se pre-inkubuji
v nepotazené Cisté mikrotitraéni desticCce.

Vzorky séra nebo plazmy
e Pipetujte 10 pl Negativniho kontrolniho séra do 2 jamek (A1, B1).
e Pipetujte 10 pl Pozitivniho kontrolniho séra limitniho do 2 jamek (C1, D1).

e Pipetujte 10l testovanych vzorkdl do zbyvajicich jamek dle pracovniho
schématu.

e Pipetujte do viech jamek 110 pl Rediciho roztoku vzorku (zeleny roztok).
e Obsah jamek dikladné promichejte (nejlépe za poufZiti tiepacky mikrotitraCnich
desticek).
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® Postup mizZe byt i opa¢ny tzn. napipetovat Redici roztok vzorki a nasledné
kontrolni séra a vzorky.

Vzorky mléka

* Pipetujte 10 pl Negativniho kontrolniho séra do 2 jamek (A1, B1).

* Pipetujte 10 pl Pozitivniho kontrolniho séra limitniho do 2 jamek (C1, D1).

* Pipetujte 60 ul testovanych vzorki miéka do zbyvajicich jamek dle pracovniho
schématu.

* Pipetujte do jamek s kontrolnimi séry 110 ul Rediciho roztoku vzorkd (zeleny
roztok)

¢ Pipetujte do jamek se vzorky mléka 60 ul Rediciho roztoku vzorki (zeleny
roztok).

¢ Obsah jamek ddkladné promichejte (nejlépe za pouziti tfepacky mikrotitracnich
desticek).

2. Inkubujte desti¢ky 5 — 45 minut pfi 21 °C (£5 °C).

3. Pipetujte 100 pl nafedénych vzorkd a kontrolnich sér na desticku potaZenou
antigenem.

4. Desticku pfikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 21 °C (+5 °C).

5. Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
pliite po horni okraj. Na zavér dakladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu. Dbejte na to, aby byly jamky se vzorky mléka dikladné promyty
(v jamce nesmi ziistat tukovy krouZek).

6. Davkujte do viech jamek 100 Hl pracovniho roztoku konjugstu.

7. Desticku pfikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 21 °C (£5 °C).

8. Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
pliite po horni okraj. Na zavér dakladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

9. Davkujte do v3ech jamek 100 Ml jednoslozkového substratu TMB-Complete.
Pozor na znecisténi — viz kapitola Technické pfipominky.

10.Desticku pfikryjte vickem a inkubujte 15 minut pfi 21 °C (+5 °C). Sledujte pozorné
vyvoj modrého zbarveni, zejména v jamkach s pozitivnim kontrolnim sérem
limitnim.

11.Zastavte reakci pfidanim 100 Ml Zastavovaciho roztoku ve stejném poradi
a intervalech jako byl davkovan substrat.

12.Zméfte na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztok( a to do
10 minut po zastaveni reakce.
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V pripadé celkové slabsi reakce, zpisobené napf. niZsi laboratorni teplotou, je
mozné prodlouzit inkubaci se substratem az na 30 minut. Zastavte reakci
v okamziku, kdy intenzita zbarveni PKS-L odpovida 0,350 - 2,000.

9 Pracovni schéma

B LL LI
jSeeecsssscee

Vysetieni séra

NKS 100 pl  fedéného NCS |
PKS-L 100l Fedéného PCS-L

TS1-x 100l Fedé&ného testovaného séra

VySetieni mléka

NKS 100yl fedéného 'NCS
PKS-L 100l  Fedéného PCS-L

TS1-x 100pl testovaného vzorku miéka
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10 Validita testu
Test je platny, jestlize:

Absorbance Pozitivniho kontrolniho séra limitniho je >0,350.

0,350<

Absorbance Negativniho kontrolniho séra je mengi nes 1/3 nédsobek absorbance
Pozitivniho kontrolniho séra limitniho.

<1/3x

Nejsou-li tyto pozadavky splnény, je vysledek testu neuspokojivy a musi byt
opakovan.

11 Hodnoceni vysledkd

Vypocet poméru S/P

Absorbance vzorky - Primémd absorbance NKS
S/P= - — X 100 [%]

Primérna absorbance PKS-L - Pramé&rnd absorbance NKS

Interpretace vysledkd vysetfeni sér uvadi tabulka (Tabulka 1).

Tabulka 1 Interpretace vysledkt vysetieni sér
Pomér S/P [%] Hodnoceni

mensi neZ 60 negativni
60az 70 hraniéni
vétsi nez 70 pozitivni

V pfipadé hraniéniho vysledku se doporuduje vysetfeni opakovat z nového odbéru
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Interpretace vysledkd vysetteni vzorku mlék uvadéji tabulky (Tabulka 2 a Tabulka 3).

Tabulka 2 Interpretace vysledki individualnich vzorkt mléka

Pomér S/P [%) Hodnoceni

mensi nez 30 negativni
vétsi nebo rovno pozitivni
30

Tabulka 3 Interpretace vysledki smésnych a bazénovych vzorkd miéka

Pomér S/P [%] Hodnoceni

mensi nez 15 negativni
vétsi nebo rovno pozitivni
15

12 Bezpeénost prace

Souprava je urena pouze pro diagnostické ucely in vitro.

Séra, konjugat, fedici roztok vzork@l a konjugatu a veskery material pFichazejici do
styku s vySetfovanymi vzorky je nutno povazovat za potencialné infekéni.

Né&které reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte se kontaktu s kazi.

7astavovaci roztok obsahuje zfedény roztok kyseliny. Pfi praci s timto roztokem
chrarite oti a pokozku!

Je nutné dodrZovat mistni pfedpisy tykajici se bezpecnosti prace.

Prvni pomoc

PFi zasazeni o&i vymyvejte velkym mnojstvim vlazné vody a vyhledejte lékarskou
pomoc. Pfi zasazeni odévu a kize odloZte veskeré kontaminované obleéeni. Pokozku
omyjte velkym mnoZstvim vody a mydlem. Pfi potfisnéni roztokem, ktery obsahuje
sérum, pokozku dezinfikujte. Pfi nihodném pofiti vyplachnéte usta pitnou vodou
a vyhledejte Iékafskou pomoc.

Likvidace zbytkt po provedeni testd

Veikeré pomiicky pouzité k provedeni testu je nutné povazovat vzhledem ke
kontaktu s biologickym materialem za potencialné infekcni. Proto je likvidujte
spolecné s biologickym odpadem.

Likvidace soupravy po exspiraci

Soupravu rozeberte na jednotlivé komponenty a zlikvidujte je jako biologicky
material. Obaly a zbytky obald likvidujte jako t¥idény odpad podle mistnich predpisu.
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13 Technické pfipominky

Pro ziskani spolehlivych vysledki je nutné ptesné dodriovani navodu. Pfi praci
pouZivejte vidy pomiicky nejvyssi Cistoty. Davejte pFednost jednordzovym
pomiuckam.

Mikrotitracni destitka — pfed otevienim nechejte vidy sacek s mikrotitracni
destickou vytemperovat na laboratorni teplotu, aby nedo3lo ke kondenzaci vodnich
par na povrchu desticky.

Promyvaci roztok — pro pfipravu promyvaciho roztoku vpracovnim tedéni
pouZivejte vysoce kvalitni destilovanou vodu.

Promyvani — dodriujte predepsany pocet promyvacich cykla a jamky plite vidy az
po horni okraj.

TMB-Complete — pipetovaci vani¢ku pro TMB-Complete nepouZivejte pro jiné
roztoky. Zbytek roztoku z pipetovaci vanicky nevracejte zpét do lahvicky.

Nereprodukovatelné vysledky mohou pochazet z metodickych chyb, zejména:

* nedostatecné promichani roztokd a vzorkd pred pouZitim

® zaména uzavérh lahvicek

® pouZiti stejné Spi¢ky pfi pipetovani rdznych roztokd

* Vvystaveni reagencii nadmérné teploté, bakterisIni nebo chemické kontaminaci

* nedostatecné promyti jamek, neplnéni jamek aZ po okraj, $patné odsati zbytkd
roztoku

® znecCiSténi okraji jamek konjugatem nebo vzorky

® zaména reagencii z riiznych far¥i souprav

* kontakt reagencii s oxidanty, téZkymi kovy a jejich solemi.

Soupravu je moZno zpracovavat postupné. Pro pfipravu pracovnich roztokd

odeberte jen takové mnoZstvi reagencii, které bude spotfebovéno pro analyzu.

Soupravu je mozno zpracovat na viech typech automatickych ELISA analyzatord.

V pfipadé potFeby TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. nabizi certifikovanou modifikaci

pracovniho navodu pro konkrétni typ analyzatoru.

P¥i nedodrieni pracovniho postupu vyrobce neodpovidd za sprivnou funkci
soupravy.
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14 Vysvétleni symboll
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Poznamky

29.08.2019 13/16 verze 1



PTB Ab ELISA 480 A

Poznamky

29.08.2019 14/16 verze 1



PTB Ab ELISA 480

Poznamky
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Schéma testu PTB Ab ELISA 480

Krok Symbol Jednotlivé kroky testu
Redéni vzorka a kontrolnich sér
1 U Séra/plazmy/kontrolni séra: 1:12 (10 pl + 110 pl)
Mléko: 1:2 (60 pl + 60 pl)
2 Inkubace 5 - 45 min pfi 21 °C
3 o Davkovani fedénych kontrolnich sér a vzorkt 100 pl
4 Inkubace 30 min pfi 21 °C
5 <  Odsétia promyti jamek 4 krat
6 6 Davkovani Konjugatu 100 pl
7 Inkubace 30 min pfi 21 °C
8 7  Odsati a promyti jamek 4 krat
9 0 Divkovani substratu (TMB-Complete) 100 pl
10 Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté
11 0 D4vkovani Zastavovaciho roztoku 100 p
12 ll Fotometrické méfeni pii 450 nm
29.08.2019 16/16 verze 1
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