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Antibody Test Kit
50PTV203 / 50PTV 230
Инструкция по применению
30/300 тестов
I. Назначение

Этот набор разработан для определения титров IgG антител к инфекционной бурсальной болезни (ИБД), болезни Ньюкасла (НД) и вирусному бронхиту птиц (ИБ) в стадах кур и индеек.

II. Что такое ImmunoComb®
ИммуноКомб представляет собой автономный портативный комплект, основанный на принципе твердофазного иммуноферментного анализа. Чувствительный тест, который определяет уровень антител в плазме, сыворотке, цельной крови и желтке яйца. ИммуноКомб обеспечивает результат в течение 38 минут.
III. Как работает ImmunoComb®
В тест-системе ИммуноКомб используется метод непрямого твёрдофазного иммуноферментного анализа (ИФА). 
· ИммуноКомб представляет собой пластиковую карточку в виде гребня, на который нанесены очищенные антигены инфекционной бурсальной болезни (ИБД), болезни Ньюкасла (НД) и вирусному бронхиту птиц (ИБ).
· Образцы от кур и индеек (диски насыщенные цельной кровью, сыворотка, плазма или желток яйца) вносятся в отдельные ячейки ряда А Проявочной ванны.

· Образцы Положительного и Отрицательного контролей, поставляемые в составе набора вносятся в отдельные ячейки ряда А.

· Далее Гребень вставляется в ячейки с образцами (Ряд А), антитела из образцов связываются с антигенами нанесенными на зубцы Гребня.
· Каждая Проявочная Ванна может использоваться для анализа индивидуальных образцов или групп до 10 образцов птиц, при этом от Гребня отламывается необходимое количество зубцов и используется соответствующее количество столбцов в Проявочной Ванне. Каждый анализ должен проводиться совместно с положительным и отрицательным контролем.
· Гребень переносится в следующую ячейку (ряд B), где вымываются несвязавшиеся антитела.

· Гребень вставляется в следующую ячейку (ряд С), которая содержит антитела к IgG антителам птицы, помеченные ферментом (конъюгат). В то время пока гребень погружен в конъюгат, связанные на зубцах гребня антитела будут помечены ферментом.
· После еще двух промывок (ряд D и E) Гребень переносится в следующую ячейку (ряд F), где проходит ферментативная реакция. Эта реакция приводит к изменению цвета, интенсивность которого указывает на количество антител, присутствующих в каждом образце.

· Интенсивность серо-фиолетовых точек на каждом зубце должна переводиться в уровни антител в каждом образце при помощи калибровочной шкалы КомбСкейл (CombScale) или системы обработки изображений КомбСкан (CombScan).
IV   Меры предосторожности и хранение теста

· Хранить набор при температуре 2-8°С. Не допускать замораживания.

· Перед проведением теста выдержите все компоненты набора и исследуемые образцы при комнатной температуре примерно 60-120 минут (или инкубируйте Проявочную Ванну 22 минуты при 37°C). Исследование проводите при комнатной температуре (20-25°C).

· Избегайте проливания и перекрестного контаминирования растворов.

· Перемешивайте реагенты путем переворачивания проявочной ванны несколько раз до использования.

· Не смешивайте реагенты из разных наборов или разных ячеек одного набора.

· Не касайтесь зубцов Гребня.

· При использовании проявочной ванны вскрывайте покрытие каждой ячейки, только в тот момент, когда это указано в инструкции. Не срывайте алюминиевое покрытие проявочной ванны все сразу.

· Набор ИммуноКомб содержит инактивированный биологический материал. С набором следует обращаться и утилизировать его в соответствии с принятыми санитарно-гигиеническими нормами.

Процедура анализа
Анализ проводите при температуре 20°-25°C.
При использовании образцов сыворотки:

[image: image1.emf]
Подготовьте образцы сыворотки/плазмы.

Внесите 5 мкл. Образца при помощи пипетки или капиллярной трубки

[image: image9.emf]
Используя пинцет поставляемый с набором вскройте защитное фольговое покрытие ряда А Проявочной Ванны. Вскрывайте только необходимое количество ячеек.

[image: image10.emf]
Внесите образцы (5 мкл) в каждую ячейку. Перемешайте аккуратно набирая и выпуская раствор несколько раз.

При использовании образцов желтка яйца:

Отделите весь желток яйца и аккуратно промойте проточной водой. Заберите 1 мл желтка и перенесите его в пробирку для исследования; добавьте 1 мл изотонического солевого раствора (0.85% NaCl) и тщательно перемешайте. Внесите по 10 мкл каждого из образцов разбавленного желтка в соотвествующую ячейку Проявочной Ванны. Перемешайте аккуратно набирая и выпуская раствор несколько раз. Сразу же переходите к следующему этапу.
Продезинфицировать ножницы тампоном, смоченным спиртом. Коготь осмотрите, чист ли он, при необходимости также можно продезинфицировать тампоном со спиртом.
Используйте бумажный диск, тщательно обрежьте один из когтей на пальце ноги птицы

   [image: image11.emf]
Используйте чистую пару маникюрных ножниц, чтобы обрезать ноготь на пальце ноги настолько, чтобы найти начало вены и получить кровь. Это должно быть приблизительно 2/3 расстояния от корня когтя на пальце ноги (См. рисунок ниже).
                                                                                 [image: image2.emf]
Удалите первую каплю крови с помощью ватного тампона, потом
осторожно приложите перфорированный диск и дайте впитать в себя несколько
капель крови. Когда кровоток замедляется, следует осторожно сжать
палец несколько раз. Необходимо полностью заполнить диск с обеих сторон фильтровальной бумаги. Обычно необходимо 1-3 капли крови.
Когда образец был получен, положите фильтр-бумагу, чтобы высушить, на
чистую поверхность. Проверьте, что у птицы больше нет кровотечения, прежде чем вернуть её в клетку. Чтобы остановить дальнейшее кровотечение используйте кровоостанавливающие средства или, в качестве альтернативы, можно использовать крахмал или муку. Диск оставляют при комнатной температуре в течение 30-60 минут до полного высыхания. После того, как диск полностью высохнет, его можно хранить в пластиковом мешке или использовать для тестирования.

Используйте пинцет для вскрытия алюминиевой защитной пленки ряда А (одна ячейка для одного образца)
[image: image3.emf]
Возьмите диск с образцом крови,

 [image: image4.emf]
вставьте его в ячейку ряда А, полностью погрузив в реактив. То же проделайте и с другими образцами. 

 [image: image5.emf]
! Выдержите диск в течение 60 минут при комнатной температуре, что позволит извлечь антитела из образца.
 можно использовать 5 мкл сыворотки вместо целых дисков крови.
В этом случае внесите образец с помощью пипетки в ячейку ряда A, хорошо перемешайте! В этом случае сразу переходите к 5 пункту.
Примечание:

Выньте гребень из защитной обертки. Для тестирования менее 12 образцов, разрежьте или отломите Гребень по меткам в зависимости от количества тестов.

[image: image6.emf]
Вставьте Гребень в открытую ячейку/ячейки ряда А (печатной стороной к себе) и инкубируйте 20 минут. Для улучшения перемешивания аккуратно передвигайте Гребень вверх вниз в начале каждой инкубации (каждого ряда).

Используйте пинцет для вскрытия следующего ряда (ряд В) и вставьте Гребень на 2 минуты. До перенесения Гребня из одного ряда в следующий, вскройте последующий ряд. Слегка стряхните лишнюю жидкость на ткань. Промойте обе стороны гребня в течение 5 секунд под чистой прохладной водой из-под крана. [image: image7.emf]
Вставьте Гребень в следующий ряд (ряд С) на 20 минут. Промойте под водой и вставьте в ряд D на 2 минуты. Стряхните лишнюю жидкость. Переместите Гребень, в ячейку ряда E и выдержите в течение 10 минут, позволяя цветному процессу развиваться. Стряхните снова и вставьте Гребень в Ряд F на 2 минуты для фиксации цвета. Выньте Гребень и дайте ему высохнуть. [image: image8.emf]
V.  Чтение и интерпретация результатов

■   По окончании теста сразу же прочитайте результат. 

■  Самая верхняя точка - точка положительного контроля, которая должна дать четко выраженный пурпурно-серый цвет и показывает, что исследование проведено правильно. 

■   Нижняя точка на Гребне показывает результат  по Chlamydophila psittaci. Дополнительный подсчет результатов можно получить, используя CombScale (см. раздел VI). 
■   Белый или след слабо-серого цвета, определённый  как S<1, считается отрицательным. 
■   Любой результат, оцениваемый как ≥ S3, указывает на высокий титр антител.
■   Светло-серый цвет, оцениваемый как S = 1-2, указывает на низкий титр антител, который, возможно, не существенен для крупных попугаев.
Пример проявленного Гребня

