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ID Screen FMD NSP
kompetitivní ELISA

Kompetitivní ELISA pro stanovení protilátek proti nestrukturálnímu proteinu (NSP) FMDV v krevním séru nebo plazmě skotu, ovcí, koz, prasat a ostatních druhů vnímavých zvířat
Návod k použití
Použití in vitro
	Pouze pro profesionální veterinární použití	
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Všeobecné informace
Tato diagnostická souprava je určena k detekci specifických protilátek proti nestrukturálnímu proteinu viru slintavky a kulhavky (FMDV NSP) pomocí kompetitivní ELISA.
Tato metoda je vhodná pro sérum nebo plazmu hovězího dobytka, ovcí, koz, prasat a všech náchylných druhů.
Zatímco infekce i vakcinace vyvolávají protilátky proti strukturálním antigenům, pouze u infikovaných zvířat vznikají protilátky proti nestrukturálnímu proteinu (NSP) viru FMD. FMD NSP ELISA je proto možné při použití vysoce čistých vakcín aplikovat jako DIVA test (diferenciace infikovaných a vakcinovaných zvířat).
Protein NSP je u 7 sérotypů viru FMD (O, A, C, Asia 1, SAT 1, SAT 2 a SAT 3) vysoce konzervovaný a test je možné použít k detekci všech těchto sérotypových variant.
Popis a princip
Do mikrojamek bude nanesen nestrukturální protein viru slintavky a kulhavky (FMDV NSP).
Vzorky se otestují a do mikrojamek se přidají kontroly. Případně přítomné protilátky proti NSP vytvoří sloučeninu antigenu-protilátky, který zakryje epitopy viru. Do jamek se přidá konjugát avidin-peroxidázy (HRP) proti NSP. Naváže se na zbývající volné epitopy a vytvoří sloučeninu antigen-konjugát-HRP.
Nadbytečný konjugát se odstraní promytím a přidá se roztok substrátu (TMB).
Výsledné zbarvení závisí na množství specifických protilátek přítomných v testovaném vzorku.
· V případě absence protilátek se vytvoří modrý roztok, který po přidání stop roztoku zežloutne.
· Budou-li protilátky přítomny, nedojde k žádnému zbarvení.
Mikrodestička se odečítá s vlnovou délkou 450 nm.
Poznámka: Tato souprava neobsahuje žádný infekční materiál.
Součásti soupravy
	Reakční činidla

	Mikrodestičky pokryté FMDV NSP proteinem

	Koncentrovaný konjugát (10X)

	Pozitivní kontrola

	Negativní kontrola

	Ředicí pufr 18

	Ředicí pufr 13

	Promývací koncentrovaný roztok (20X)

	Roztok substrátu (TMB)

	Stop roztok (0,5 M)


*Dodávaná množství jsou uvedena na štítku soupravy.
1. Konjugát, kontroly a roztok substrátu se skladují při 5 °C (± 3 °C)
2. Ostatní reakční činidla je možné skladovat při teplotách 2 °C až 26 °C.
3. Podrobné podmínky skladování otevřených a/nebo naředěných roztoků najdete na adrese https:///www.id-vet.com/fr/support/faq nebo u vašeho dodavatele. 
4. Promývací a stop roztoky lze použít pro celý sortiment výrobků ID.Vet. Roztoky substrátu a ředicí pufry se stejnými čísly šarží jsou zaměnitelné.
Potřebné materiály, které nejsou součástí balení
1. Jednokanálové nebo vícekanálové automatické pipety schopné dávkovat objemy 10 μl, 30 μl, 50 μl, 100 μl a 500 μl.
2. Jednorázové špičky.
3. Čtečka mikrodestiček s 96 jamkami.
4. Destilovaná a deionizovaná voda.
5. Manuální nebo ruční promývací systém.
Bezpečnostní upozornění
1. Nepipetujte ústy.
2. Roztok substrátu může dráždit pokožku.
3. Obsahuje součásti, které mohou poranit kůži a oči a mohou po kontaktu s kůží způsobit senzitizaci. Zabraňte kontaktu s kůží a očima. Používejte ochranný laboratorní plášť, jednorázové rukavice a ochranné brýle. Stop roztok (0,5 M kyselina) může být po polknutí škodlivý.
4. Roztok substrátu nevystavujte jasnému světlu ani oxidačním činidlům.
5. Veškerý odpad musí být před likvidací dekontaminován. Zlikvidujte v souladu s místními předpisy.
Podrobnější informace najdete v bezpečnostním listu, který je k dispozici na vyžádání na adrese info@innovative-diagnostics.com nebo u vašeho dodavatele na adrese info@oks.cz. 
Příprava vzorku
Abyste se vyvarovali rozdílným inkubačním dobám vzorků, je možné připravit destičku s 96 jamkami obsahující testovací a kontrolní vzorky dříve, než je pipetou přenesete na mikrodestičku ELISA.
Příprava promývacího roztoku
Nechejte ohřát koncentrovaný promývací roztok (20X) na laboratorní teplotu a důkladně jej promíchejte, abyste zajistili úplné rozpuštění obsažených sloučenin (20X).
Připravte pracovní promývací roztok (1X) naředěním koncentrovaného promývacího roztoku destilovanou nebo deionizovanou vodou v poměru 1:20. Kvalita promývání může ovlivnit výsledky. 
Před promytím zkontrolujte, že jsou jamky zcela prázdné. Používáte-li automatickou myčku, je extrémně důležité, abyste na spotřebiči nastavili správné parametry (režim, druh aspirace, výška aspirace). 
Potup testu
Všechna reakční činidla nechte před použitím ohřát na laboratorní teplotu (21 °C ± 5 °C). 
Všechna reakční činidla homogenizujte obracením nebo kroužením.	

Sérum a plazma: krátká inkubace
1. Přidejte:
· do každé jamky 50 μl ředicího pufru 18,
· do jamek A1 a B1 30 μl pozitivní kontroly,
· do jamek C1 a D1 30 μl negativní kontroly,
· do zbývajících jamek 30 μl každého testovaného vzorku.
2. Zakryjte destičku a inkubujte 2 hodiny ± 10 minut při teplotě 37 °C (± 3 °C).
3. Vyprázdněte jamky. Každou jamku 5krát promyjte minimálně 300 μl promývacího roztoku. Mezi promytím nenechávejte jamky vyschnout.

Sérum a plazma: inkubace přes noc
1. Přidejte:
· do každé jamky 90 μl ředicího pufru 18,
· do jamek A1 a B1 10 μl pozitivní kontroly,
· do jamek C1 a D1 10 μl negativní kontroly,
· do zbývajících jamek 10 μl každého testovaného vzorku.
2. Zakryjte destičku a inkubujte 16 až 20 hodin při teplotě 21 °C (± 3 °C).
3. Vyprázdněte jamky. Každou jamku 5krát promyjte minimálně 300 μl promývacího roztoku. Mezi promytím nenechávejte jamky vyschnout.
Pro všechny postupy:
4. Připravte konjugát 1X naředěním koncentrovaného konjugátu 10X v ředicím pufru 13 v poměru 1:10.
5. Do každé jamky přidejte 100 μl konjugátu 1X.
6. Zakryjte destičku a inkubujte 30 minut ± 3 minuty při teplotě 21 °C (± 5 °C).
7. Vyprázdněte jamky. Každou jamku 5krát promyjte minimálně 300 μl promývacího roztoku. Mezi promytím nenechávejte jamky vyschnout.
8. Do každé jamky přidejte 100 μl roztoku substrátu.
9. Zakryjte destičku a inkubujte ve tmě 15 minut ± 2 minuty při teplotě 21 °C (± 5 °C).
10. Do každé jamky přidejte ve stejném pořadí jako v kroku č. 8 100 μl stop roztoku a zastavte reakci.
11. Odečtěte a zaznamenejte optickou hustotu při 450 nm.

Kontrola testu:
Test se považuje za platný, jestliže:
√ Průměrná hodnota optické hustoty negativní kontroly (ODNC) je vyšší než 0,7.
ODNC > 0,700

√ Průměrná hodnota optické hustoty pozitivní kontroly (ODPC) je menší než 30 % ODNC.
ODPC / ODNC < 0,3


Vyhodnocení
U každého vzorku vypočítejte hodnotu S/N (S/N %):
				OD vzorek
		S/N% = ----------------------- x 100
				OD NC

Vzorky s S/N%:
· Za pozitivní jsou považovány hodnoty menší nebo rovnající se 50 %.
· Za negativní jsou považovány hodnoty větší než 50 %.

	Výsledek
	Stav

	S/N% ≤ 50 %
	POZITIVNÍ

	S/N% > 50 %
	NEGATIVNÍ



Poznámka: Program pro analýzu dat ID.Soft je k dostání zdarma. Pro více informací se obraťte na support.software@innovative-diagnostics.com nebo na vašeho místního dodavatele. 
Tento software umí vypočítat mnoho parametrů (kritéria ověření, hodnoty S/P nebo S/N, titry, vakcinační věk, skupiny) a poskytuje grafické znázornění sérologických profilů testovaných zvířat. 
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