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Navod k pouziti

Diagnostikum in vitro pro vzorky prasat
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1. Pouziti

PIGTYPE® YOPSCREEN je kompetitivni ELISA v mikrodestitkovem formatu. Je ur&ena k detekci proti-
latek proti patogennim yersiniim ve vzorcich séra, plasmy a masové stavy prasat. Tento test identifi-
kuje protilatky proti patogennim kmenUm Yersinii, které jsou pfedmeétem zajmu i v humanni mediciné.

2. VVSeobecné informace

PIGTYPE® YOPSCREEN umoziuje detekci protilatek proti virulentnim kmenum Yersinii. V testu se pou-
Zivaji vngjSi proteiny Yersinii ( Yersinia Quter Proteins = Yops), které produkuji pouze patogenni kmeny
sahajici napri€ vSemi sérotypy. Z tohoto diuvodu je moZno wylouéit jakoukoliv kfizovou reakci se vSemi
nepatogennimi druhy i s dalSimi zastupci enterobacterii. PIGTYPE® YOPSCREEN je vhodna pro kvantifi-
kaci pratilatek proti yersiniim v séru nebo ve vzorcich masové stavy. Proto je to efektivni metoda
k monitoringu stavu infekce ve stadech po dosti dlouhou dobu a kontrola serologického statusu za-
koupenych zvirat.

3. Popis a princip testu

Mikrotitracni desticka je potaZzena rekombinantnimi antigeny Yersinii. BEhem inkubace vzorku se na
antigen pevné navaZzi specificke protilatky proti Yersiniim. Nenavazany material je odstranén nasled-
nym promyvacim krokem. Dale se prida HRP znacena specifickd anti praseti IgG protilatka, ktera se
navaZe na praotilatky svazané s antigenem. Nenavazany konjubat je odstranén opé&tovnym promyva-
nim. Rozvoj barevné reakce je zahajen pridanim substratového roztoku a je po 10 minutach zasta-
ven. Opticka densita (OD) se méri na spektrofotometru. Namérené hodnoty koreluji s koncentraci anti-
Yersinia protilatek ve vzorku.

Informace pro objednani :
PIGTYPE® YOPSCREEN 1x 96 testl kat.cislo 01-201 /1

S x 96 testl kat.cislo 01-201/5
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4. Reagencie

k pouZiti, Nebezpe&neé - Ziravina!

jedno peti
destickovy destickovy
kit kit
testovaci desticky potazené rekombinantnim neinfeké- 1 0
nim antigenem Yesrsinia obsahujici 12 mikrotitrac-
nich stript po 8 jamkach
Testaovaci mikrotitracni desticky potaZzené rekombi- 0 5
nantnimi neinfekénimi antigeny Yesrsinia nedélené
s 96 jamkami
Redici roztok s proteiny a konzervovadlem, pripravené 60 ml 2y 125
k pouziti
ml
Negativni kontrola, Yersinia negativni praseci serum 1,5 ml 1,5 ml
s pufrem a stabilizatory bilkavin, pFipravené k pouziti
Pozitivni kontrola Yersinia pozitivni praseci serum 1,5 ml 1,5 ml
v pufru se stabilizatory bilkovin , pFipravené k pouziti
Koncentrovany vymyvaci roztok (10x) obsahujici Tween 125 ml 2x125
a konzervans ml
Anti- IgG -HRP, kozi anti-praseti IgG peroxidazovy kon- 12 ml 60 ml
jugat v pufru se stabilizatory bilkovin a konzervantem
pripravené k pouZiti
Substratovy roztok TMB (tetramethylbenzidin) pFipra- 12 ml 60 ml
veny k pouZiti
Stop roztok - O,5ml kyselina sirova, pripravena 12 ml 60 mi




9. PoZadovany material nutny k vySetieni, ktery neni soucasti soupravy

—_

kadinky

odmeérng valce

analytické pipety

multikanalovée pipety

jednorazove Spicky na mikropipety

Zlabek pro nasavani roztoki do mikropipety
spektrofotometr pro mikrodesticky

zkumavky nebo desticky pro Fedéni vzorki

© o N O g bk 0D

destilovana voda.

6. Skladovani, opatrfeni a varavani

Reagencie skladujte pri teploté +2°C aZz +8°C a tésné pred pouzitim je preneste do pokojové teploty
(18°C az 25°C).V pripadeé, Ze se vytvorily krystaly soli v koncentrovanem vymyvacim roztoku ( 10 x )},
tyto rozpustte michanim a opratrnym ohrivanim.  Lahvicky s koncentrovanyn vymyvacim roztokem
(10x - lahvicka 5) a Stop roztokem (lahvicka 8) mohou byt skladovany pri pokojovée teploté (18°C az
25°C), aby se zabranilo tvorbé krystall. Zbyvajici testovaci stripy skladujte do priStiho pouZiti opétovné
zabalené do plastové folie s desikantem pri +2°C az +8°C. Testovaci stripy mohou byt skladovany
nejméné B tydnl po otevifeni originalné zabalené testovaci desticky.

Testovani by mél provadét kvalifikovany personal pro praci v laboratori. Substratovy roztok TMB skla-
dujte ve tmé a nevystavujte ho b&hem provadéni testovani intenzivnimu svétlu nebo slunecnimu zareni.
Jednotlive reagencie testovaci soupravy nemohou byt kontaminovany nebo michany s komponenty ji-
nych Sarzi. NepouZivejte komponenty testovaci soupravy po uplynuti data exspirace.

Pro redéni koncentrovaného vymyvaciho roztoku (10x) pouzivejte destilovanou nebo deionizovanou vo-
du. Pokud by pouZita voda nebyla dostateéné Eista mohlo by to interferovat analyzu. Doporu€ujeme
pouzit 2x destilovanou vodu nebo vysoce precisténou vodu (Milli-Q).

K zaru€eni presnych vysledkl je absolutné zakladni dodrZet tento navod k pouziti soupravy ELISA. Dale
je nutné pouzivat Cistou sklenénou aparaturu, pipetovat opatrné a diusledné promyvani behem testo-
vani. V neposledni Fadé striktné dodrzujte zachovani uvedenych inkubacnich €asu.

Stop roztok obsahuje 2,5% kyselinu sirovou — Pozor !

VSechny zbytky vzorkli a véci, které prisly do kontraktu se vzorky musi byt dekontaminovany nebo
s nimi musi byt zachazeno jako s potencialné infekénim materialem.




/7. Navod k pouZiti

7.1. Priprava reagencii a vzorku
Promyvaci raztok

Koncentrovany vymyvaci roztok (10x]), lahvicka €. 5 zfedte 1 ku 10 s destilovanou vodou. NapF. pro
jednu testovaci desticku zredte 50 ml koncentrovaneho vymyvaciho roztoku (10 x) ve 450 ml destilo-
vané vody a vysledny roztok se dale nazyva promyvaci roztok . Radné ho promichejte.

Serum a plasma:

Pred pouzitim vzorkll séra nebo plasmy do testu je zredte 1: 100 s fedicim roztokem napr. 5 pl séra
nebo plasmy zfed'te sv 495 pl fediciho roztoku a smés radné zamychejte. Dejte pozor, abyste meénili
jednorazove Spicky pipet po kazdem vzorku! Kontroly jsou pfipravené k pouZiti a proto je nefedte!

Masova &tava:

Zamrazte priblizné 10 g krvavého a tuku zbavengho kusu svaloviny, napr. ze svaloveho Uponu branice
ve SALMOSTORE® masovem kontejnerku a pak jej nechejte rozmrazit. Pokud se bude jednat o monito-
rovaci program, je vhodné stanovit striktné k odbéru vzorku jedno presné misto z téla zvirete. Vzorky
zamrazeného masa mohou byt skladovany pred testovanim po dobu nékolika mésicu. Masova Stava
se uvolnéni a nashromazdi po rozmrazeni ve zkumavce pro masovou Stavu v kontejnerku,

Pred pouzitim vzorkii masové Stavy do testu je zied'te v Fedicim roztoku 1 : 10. Napf. 25 pl masové
gtavy rozredte ve 225 pl rediciho roztoku a adné vse promicheijte.

7.2. Postup testovani vzorku

VSechny reagencie prfed pouzitim preneste do pokojove teploty 18 az 25°C a dobre je promichejte.
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Schéma 1 - rozdélenf vzorkil a kontrol na mikrodesticku - testovaci protokol

Doporugena ablona pro PIGTYPE® YOPSCREEN ELISA

NC = negativni kontrola
PC = pozitivni kontrola
A | N ,
c S1 = vzorek €. 1
S2 = vzorek €. 2
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NC - negativni kontrola
PC - pozitivni kontrola
51, 52... vzorek 1, vzorek 2.,.....
1. Oznatte si pozice kontrol na desticce ( v duplikatu ) a rovnéz polohu vzorkll do testovaciho pro

tokolu - napfF. negativni kontrola A1/B1, pozitivni kontrolal C1/D1, na dalSich pozicich jsou
vzorky.

2. Plnéni testovaci desticky : Rozplite 100 pl nerfedéné negativnia 100 pl nefedéné pozitivni
kontroly ( v duplikatu) , dale 100 ul Fedéneho séra nebo plasmy 1:100 nebo 100 pl Fedéngho
vzorku masové stavy 1: 10 do prislusnych jamek testovaci desticky. Opatrné prikryjte testovaci

desticku.
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3. Inkubujte po dobu 60 min pri pokojové teploté a pak vyprazdnéte jamky aspiraci nebo vyklepa
nim.

4.  Vymyjte kazdou jamku 3krat s 300 pl pripravengho promyvaciho roztoku. Odstrante pufr po
kazdem vymyti.

5.  Pridejte do kazdée jamky 100 ul anti-IlgG-HRP konjugatu pripravengho k pouZiti do kazdé jamky.
Opatrné prikryjte testovaci desticku

B. Inkubujte po dobu 30 min pri pokojové teploté a ihned vyprazdnéte jamky aspiraci nebo vyklepa
nim.

7. Vymyjte kazdou jamku 3krat s 300 ul pripravengho promyvaciho roztoku. Odstrante pufr po
kazdem vymyti.

8.  Pridejte 100 ul substratoveho roztoku TMB do kazdé jamky.

9. Inkubuijte po dobu 10 min pri pokojove teploté ve tmé. Zaénéte mérit €as inkubace ihned po na
plnéni prvni jamky.

10. Zastavte reakci pridanim 100 ul Stop roztoku do kazdé jamky. Stop roztok na jamku pridavejte
ve stejném poradi jako byl pridavan substratovy roztok TMB.

11. Kalibrujte spektrofotometr proti vzduchu jako blank. Zmérte hodnotu opticke density (OD) ve
spektrofotometru pri 450 nm ihned nebo do 20 min po zastaveni reakce. Fakultativhé je mozno meé-
Fit i pfi vinové délce 620-650 nm.

8. Validacéni kriteria

Vysledek miiZe byt povazovan za hodnovérny jestliZze jsou ziskana nasledujici kritéria :

Primér negativnich kontrol ma minimalni hodnotu OD 450 = 0,75

Prumér a
pozitivnich o Lo o kontrol
ma minimalni procentualni inhibice praméru pozitivnich kontrol = 80% MR
0D 450 2 1,3

a
Prumeér negativnich kontral ma maximalni hodnotu 0D 450 > 0,15

V pripadg, ze test neni validni, pak by mél byt zopakovan po dukladnem prohlednuti navodu k pouZiti.




9. Kalkulace

1. Spocitejte prumeérnou hodnotu (MV] namérenych OD negativnich kontrol (NC) a pozitivnich kontrol
(PC).
2. Procentualni inhibici vypocitate podle nasledujci rovnice:
ODsample — Prumeér ODnc

Procento aktivity ( OD%) = x 100

Prumeér ODrc - Prumér ODnc

10. Interpretace

. Vzorky s procentualni aktivitou niz&i nez 10% jsou negativni. Nejsou detekovany zadné specific
ké protilatky proti patogennim Yersiniim.

® Vzorky s procentualni aktivitou vySSi nebo rovno 10% a niz&i nez 20% jsou povaZovany jako

dubiozni. Doporu€ujeme re-testovani podezrelych zvirat za nékolik tydni.

® \/zorky s procentualni aktivitou ySSi nebo rovno 20% jsou pozitivni. Byly detekovany specifické proti

latky proti patogennim Yersiniim.

11. Likvidace soupravy

11.1. Opatreni pri nahodném Uniku

Soupravy jsou adjustovany a baleny zplsobem, ktery neumoZziuje nadhodny Unik kapalin ve vétsim rozsahu.
V pripadé rozliti nebo netésnosti nékteré lahvicky muze dojit k lokalnimu Uniku roztoku. V takovem pripadé
uniklou kapalinu zasypte savym materialem (piliny, perlit a pod.) Po odsati kapaliny odstrante savy material a
misto oplachnéte proudem vody. Zabrante kontaktu s kiiZi a o€ima - pouZivejte osobni ochranné pracovni
prostredky (gumové rukavice).

11.2. Viastnr likvidace diagnostické soupravy

a) dezinfekce Eerstvé pripravenym 5 % roztokem sodium hypochloridu po dobu 60 minut

nebo
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b) parni sterilizace pfi 120 °C po dobu min 60 minut
nebo

c) spalenim ve spalovné biologickych odpadu.

KazZdé zneskodnéni odpadl musr probihat v souladu s vnitrostatni i mistni legislativou resp.
administrativnimi opatrenimi. Zpisob zneskodnéni kontaminovaného obalu

Postupujte podle zakona 125,/1997 Sb. o odpadech v pozdéjsim znéni a jeho provadécich predpisu.
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