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Název výrobku
Obecný název: Sada ELISA pro zjištění březosti u skotu
Obchodní název: BOVINE PREGNANCY ELISA KIT


[bookmark: bookmark3]Součásti testovací soupravy
	Č.
	Reakční činidla
	192T souprava
	480T souprava

	1
	Mikrotitrační destička
	192 jamek;
96 testů x 2 destičky v soupravě
	480 jamek;
96 testů x 5 destiček v soupravě

	2
	Destička pro ředění vzorků
	2 destičky
	5 destiček

	3
	Pozitivní kontrola
	1,5 ml
	3 ml

	4
	Negativní kontrola
	1,5 ml
	3 ml

	5
	Ředidlo pro vzorky
	8 ml
	20 ml

	6
	Enzymový konjugát
	30 ml
	60 ml

	7
	Promývací koncentrát (10x)
	100 ml
	200 ml

	8
	Roztok substrátu A
	20 ml
	40 ml

	9
	Roztok substrátu B
	20 ml
	40 ml

	10
	Stop roztok
	20 ml
	40 ml

	11
	Návod k použití
	1
	1

	12
	Membránová krycí fólie
	6 ks
	15 ks



[bookmark: bookmark4]Úvod
Tento výrobek využívá sendvičovou metodu ELISA se dvěma protilátkami. Pokud vzorek séra obsahuje protein (glykoprotein specifický pro březost skotu – antigen), může se po přidání naředěného vzorku séra do mikrotitračních jamek spojit s protilátkou v jamce a následně jej zachytí enzymový konjugát. Nenavázaný konjugát se vymyje a přidá se roztok substrátu. Obsah antigenu se stanovuje podle intenzity zabarvení. Vývoj zabarvení je úměrný množství proteinu specifického pro březost skotu.

[bookmark: bookmark5]Použití
Tento výrobek se používá k detekci proteinu specifického pro březost skotu po 28 dnech po oplodnění.

[bookmark: bookmark6]Požadované materiály, které nejsou součástí soupravy
1. Čtečka mikrotitračních destiček s 450nm filtrem
2. Inkubátor s konstantní teplotou
3. Mikropipeta
[bookmark: bookmark7]
Postup testu
Reakční činidla a mikrodestičky by měly být před použitím vytemperovány na pokojovou teplotu 
[bookmark: bookmark8](18–25 °C) a po použití by měly být skladovány při teplotě 2–8 °C.

1. Příprava promývacího pufru:
Promývací koncentrát (10×) zřeďte desetkrát destilovanou nebo deionizovanou vodou 
[bookmark: bookmark9](např. 100 ml koncentrátu a 900 ml vody). Důkladně promíchejte a připravte promývací pufr (1×).




2. Ředění vzorku
a. Odeberte požadovaný počet destiček s ředěním vzorků a zaznamenejte polohu pozitivní kontroly, negativní kontroly a vzorků séra (doporučuje se provést 2 paralelní testy pro negativní a pozitivní kontrolu).
b. Do zbývajících jamek ředicí destičky přidejte 100 µl/jamka vzorků séra.
c. Přidejte 100 µl/jamka pozitivní kontroly a negativní kontroly do odpovídajících dvojitých jamek destičky pro ředění vzorku. 
d. Do každé jamky přidejte 20 µl ředidla vzorku a jemným kroužením promíchejte.
(Poznámka: Podle výše uvedeného poměru lze použít větší objemy vzorku a ředidla, např. v plánu pro vzorek séra odpovídá 125 µl vzorku 25 µl ředidla)

3. [bookmark: bookmark10]Přidání vzorku:
a. Pipetujte 100 µl/jamka a přeneste všechny naředěné vzorky na mikrotitrační destičku.
b. [bookmark: bookmark11]Jemným kroužením promíchejte. Zakryjte membránovou fólií a inkubujte 60 minut při 37 °C.
4. Promývání mikrotitračních destiček:
a. Odstraňte roztok z jamek.
b. Přidejte promývací pufr (1×) do jamek, dokud nebudou plné (pro promytí jamek se doporučuje použít 250 µl/jamka). Promyjte 4–5krát.
c. [bookmark: bookmark12]Po posledním promytí oklepejte mikrodestičku nad absorpčním materiálem, abyste odstranili zbytky promývací tekutiny.
5. Enzymatická reakce:
a. Přidejte 100 µl/jamka enzymového konjugátu.
b. [bookmark: bookmark13]Zakryjte membránovou fólií a inkubujte 30 minut při 37 °C.
6. Promývání destiček:
[bookmark: bookmark14]Postupujte stejně jako v kroku 4.
7. Barevná reakce:
[bookmark: bookmark15]Do každé jamky přidejte 50 µl substrátového roztoku A, poté přidejte 50 µl substrátového roztoku B, zakryjte destičku membránovou fólií a inkubujte 15 minut ve tmě při 37 °C.
8. Zastavení reakce a zjištění hodnot testu:
a. Přidejte 50 µl/jamka stop roztoku.
b. Zjistěte hodnotu OD při 450 nm (doporučuje se použít 630 nm jako referenční vlnovou délku a hodnotu odečíst do 30 minut po ukončení).

[bookmark: bookmark16]Vyhodnocení testu
1. Kritéria platnosti
Pozitivní kontrola: OD(PC) > 0,5
Negativní kontrola: OD(NC) ≤ 0,25

2. Výsledky
Vzorek: OD(S)
S/P = OD(S)/OD(PC)
	S/P = OD(S) / OD(PC)
	Vyhodnocení výsledků

	S/P ≥ 0,5
	Pozitivní (březost)

	S/P < 0,3
	Negativní

	0,3 ≤ S/P < 0,5
	Neprůkazné


Opakování neprůkazného testu u krávy s podezřením na březost se doporučuje po 7–10 dnech. Pokud je hodnota S/P stále větší než 0,3 a menší než 0,5, je test vyhodnocen jako neprůkazný. 
[bookmark: bookmark20]







Opatření
1. Striktně dodržujte návod k použití.
2. Když vyjmete testovací soupravu z chladničky, musí se před otevřením všechna reakční činidla vytemperovat na pokojovou teplotu (18–25 °C). Před použitím je třeba činidla mírně promíchat.
3. Nekombinujte součásti soupravy z různých souprav ani z různých šarží. Uzávěry lahviček musí být po každém použití pevně uzavřeny a uzávěry nelze zaměňovat.
4. Vzorky séra by měly být co nejčerstvější a dlouhodobě skladované sérum by mělo být uchováváno při - 20 °C.
5. Je přísně zakázáno používat k testování silně hemolyzované nebo kontaminované vzorky.
6. Doba přidávání vzorku na jednotlivé destičky by neměla přesáhnout 5 minut a reakce by měla být po přidání roztoku substrátu chráněna před světlem.
7. Během inkubace je přísně zakázáno pokládat mikrotitrační destičky na sebe. Měly by být položeny rovně s mezerami mezi deskami a ne příliš blízko stěny inkubátoru.
8. Mikrotitrační destičky, které nebyly použity při prvním otevření soupravy, by měly být těsně uzavřeny a včas uskladněny. Doporučuje se spotřebovat je do 1 měsíce.
9. Při přípravě vzorků a veškerých laboratorních činnostech je třeba nosit rukavice a laboratorní plášť. Doporučuje se nosit ochranné pomůcky, jako jsou ochranné brýle nebo masky. Se všemi biologickými materiály by se mělo zacházet jako s potenciálními zdroji infekce v přísném souladu s předpisy pro nakládání s biologickými materiály příslušných národních laboratoří.
[bookmark: bookmark21]
Č. produktu
YR2AD10E01

[bookmark: bookmark22]Specifikace (Test)
192T/sada
480T/sada

[bookmark: bookmark17]Skladování a doba použitelnosti
Skladování: Skladujte při teplotě 2–8 °C. Nezmrazujte. 
Chraňte před přímým slunečním světlem, vlhkostí a teplem.
Doba použitelnosti: 12 měsíců.
Uchovávejte mimo dohled a dosah dětí.
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