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IBR-gB ELISA (192)

Imunoenzymaticka souprava pro detekci specifickych protilatek
proti bovinnimu herpes viru-1 v hovézim séru, plazmeé a mléce

1  Uvod

Infekéni bovinni rhinotracheitida (IBR) je onemocnéni skotu zplsobené bovinnim
herpes virem 1 (BHV 1) z Celedi Herpesviridae. K infekci je vnimavy pouze skot.
Infekéni proces probihd bud zcela inaparentné, nebo se manifestuje v rlznych
klinickych formach. Onemocnéni se nejcastéji projevuje jako rhinotracheitida a
vulvovaginitida, obvyklé jsou také poruchy reprodukce a aborty. U infikovanych
zvirat navozuje virus stav latentni infekce a perzistuje v jejich organismu bez
jakychkoliv klinickych priznak( celoZivotné.

Latentni infekce je doprovazena:

e adekvatni imunologickou reakci, predevsSim tvorbou specifickych antivirovych
protilatek

e nepravidelnym, intermitentnim vyluovanim viru do vnéjsiho prostredi.

Infikovana zvifata se tak stavaji trvalym zdrojem infekce a rozhodujicim faktorem
umozniujicim Sifeni nakazy. Spolehlivd identifikace téchto zvifat je zakladnim
vychodiskem pro kontrolu nakazy a realizaci programu ozdravovani.

Diagnostika onemocnéni, je vzhledem kabsenci klinickych pfiznakd latentné
infikovanych zvifat, umoZnéna pouze sérologicky a to na zakladé pozitivniho prikazu
antivirovych protilatek v krevnim séru, plazmé nebo mléce. Kromé této zakladni
indikace, tj. vyhleddvani latentné infikovanych zvifat, mize byt souprava vyuzita k
potvrzeni klinického podezreni z vyskytu nakazy, k ovéreni cirkulace viru v chovech a
ke kontrole ucinnosti vakcinace. K tomuto ucelu slouzi IBR-gB-ELISA (192) zalozena
na metodé blocking ELISA.
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2  Princip testu

Souprava umoznuje detekci specifickych protilatek ve vzorku metodou blocking
ELISA (tj. pevna fdze s navazanym specifickym antigenem - protilatka z
vySetfovaného vzorku — znacena protilatka proti specifickému antigenu na pevné
fazi). Protilatka z vySetfovaného vzorku efektivné maskuje (blokuje) vazebna mista
(epitopy) na virovém glykoproteinu B (gB). Znacena protilatka (konjugat) je mysi
monoklondlni protildtka proti gB konjugovana kfenovou peroxiddzou. Peroxidazova
aktivita se stanovuje pomoci substratu s TMB, ktery zmodrd v pfipadé negativity (na
pevnou fazi se navazaly pouze mysi protildtky a nedoslo k vazbé protilatek ze
vzorku). Cela reakce je ukoncena zastavovacim roztokem. Dojde ke zméné modrého
zabarveni na Zluté. Intenzita Zlutého zabarveni se méfi na fotometru (pfi vinové
délce 450 nm) a je nepfimo Umérnd koncentraci specifickych protilatek pritomnych
ve vzorku.

Pouzity antigen
Purifikovany a inaktivovany antigen BHV-1
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3 Slozeni soupravy

IMICROPLATE|  Potazena desticka 2 ks
s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek v sacku se
susidlem

NCS Negativni kontrolni sérum 1x2ml

Hovézi sérum neobsahujici specifické protilatky,
v pracovnim redéni

Pozitivni kontrolni sérum limitni 1x2ml
Hoveézi sérum obsahujici specifické protilatky,
v pracovnim redéni

|CONJUGATE|  Konjugat 1% 25 ml
Mysi monoklonalni protilatky proti gB IBR znacené
peroxidazou, v pracovnim redéni

Redici roztok vzork(i 12 1x 20 ml
Pufr se stabilizatory bilkovin, v pracovnim fedéni

|SUBSTRATE 3| TMB-Complete 3 1x 25 ml
Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici
TMB/H20,, v pracovnim redéni

Promyvaci roztok 1x75ml
20krat koncentrovany pufr

STOP Zastavovaci roztok 1x30ml
Roztok kyseliny, v pracovnim redéni
Pracovni navod 1ks
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4 Dalsi potfebné vybaveni k provedeni testu

Jedno a vicekanalové pipety

Spicky pro jednorazové poufiti

Promyvaci zafizeni

Stopky

Trepacka mikrotitracnich desticek (pfi vySetfovani mensich soubor( vzork( neni
nezbytna)

Termostat na 37 °C s vlhkou komurkou

Fotometr pro mikrotitracni desticky

5 Skladovani a exspirace soupravy

Soupravu skladujte pri teploté +2 °C az +8 °C. Pri dodrzeni skladovacich podminek
plati exspirace uvedena na obalu soupravy. Po otevreni je doporuceno soupravu
spotiebovat do 3 mésicli. Souprava nesmi zmrznout!

Vzorky a jejich skladovani

Jako vzorek k vySetfeni mlze byt pouzito krevni sérum, plazma, odtuc¢néné miéko.
Vysetfované vzorky je mozno uchovavat pfi +2 °C az +8 °C maximalné 48 hodin. Pri
delSim skladovani vzorky zmrazte na -20 °C.

6 Priprava pracovnich roztoku

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

V lahviéce s Promyvacim roztokem se mohou vytvofit krystaly soli. Tyto krystaly je
tfeba prfed pouzitim rozpustit zahfatim na vodni lazni. Roztok po naredéni je stabilni
jeden tyden pfi +2 °C az +8 °C.

Redici roztok vzorkd je v pracovni koncentraci, dale nefedit!

Konjugat je v pracovni koncentraci, dale nefedit!

TMB-Complete je jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok v pracovnim
fedéni, dale neredit!

Zaménitelnost roztoku

Redici roztok vzorkd a TMB-Complete jsou v EIA soupravach TestlLine zaménitelné,
pokud maji stejné &iselné oznaleni (nap¥. Redici roztok vzork( 2, Redici roztok
vzork( 3, atd.). Promyvaci a Zastavovaci roztok je univerzalni ve vSech EIA
soupravach TestLine.
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7 Redéni, ptiprava vzorkd a fedéni kontrolnich sér

K vySetfeni je mozné pouzit Cerstvé, zchlazené nebo rozmrazené vzorky sér, plazmy
a mléka.

Priprava vzorkt mléka

Vzorky mléka musi byt testovany nebo zmrazovany po odtucnéni centrifugaci 15
minut (2000 otacek/min), nebo po odstati pfi 4 °C pfes noc a nasledném odstranéni
tuku. DGkladné promichejte.

Redéni vzorkt a kontrolnich sér

Redici roztok vzorkd pfed pouZitim $etrné promichejte.

Ddkladné promichané vzorky a kontrolni séra (PKS-L a NKS) fedte 1:2 Redicim
roztokem vzork:

napr.: 50 pl vzorku (kontrolniho séra) + 50 pl Rediciho roztoku vzorka.

Redéni provadéjte v jamkach mikrotitraéni desti¢ky (viz kapitola Pracovni postup).
Dobre promicheijte.

Naredéné vzorky je nutno vysSetrit co nejdrive.

8 Pracovni postup

Vsechny reagencie nechte vytemperovat na laboratorni teplotu a dlkladné
promichejte. NepoufZijete-li celou desticku, zbylé stripy vratte zpét do obalu se
susidlem, hermeticky uzavrete a skladujte pfi +2°°C az +8 °C. DUsledné chrarite pred
vlihkosti!

1. Davkujte kontroly a fedéné vzorky podle pracovniho schématu.

Vzorky séra nebo plazmy

e Pipetujte 50 pl Rediciho roztoku vzork( viech jamek.

e Pipetujte 50 pl Negativniho kontrolniho séra do 2 jamek (A1, B1).

e Pipetujte 50 pl Pozitivniho kontrolniho séra limitniho do 1 jamky (C1).

e Pipetujte 50 pl testovacich vzorkd do zbyvajicich jamek. (D1 - H12).

e Obsah jamek dlkladné promichejte (nejlépe za poufZiti tfepacky mikrotitracnich
desticek).

e Desticku prikryjte vickem a inkubujte 120 minut pfi 37 °C nebo inkubujte pres
noc (12-18 hodin) pti +2 °C az +8 °C. Absorbance i zarazeni jsou shodné pro oba
typy inkubaci.

Vzorky mléka
e Pipetujte 100 ul Negativniho kontrolniho séra do 2 jamek (A1, B1).
e Pipetujte 100 ul Pozitivniho kontrolniho séra limitniho do 1 jamky (C1).
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e Pipetujte 100 ul odtu¢néného mléka do zbyvajicich jamek (D1 — H12).

e Obsah jamek dlkladné promichejte (nejlépe za poufZiti tfrepacky mikrotitracnich
desticek).

e Desticku prikryjte vickem a inkubujte pres noc (12-18 hodin) pti +2 °C az +8 °C.

2. Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky

pliite po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

3. Davkujte do vSech jamek 100 ul Konjugatu.
4. Desticku prikryjte vickem a inkubujte 60 minut pfi laboratorni teploté.

5. Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plinte po horni okraj. Na zavér dikladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

6. Davkujte do vSech jamek 100 pl jednoslozkového substratu TMB-Complete.
Pozor na znecisténi — viz kapitola Technické pripominky.

7. Desticku prikryjte vickem a inkubujte 15 minut pfi laboratorni teploté v temnu.
Sledujte pozorné vyvoj modrého zbarveni, zejména v jamkach s pozitivnim
kontrolnim sérem.

8. Zastavte reakci pridanim 100 ul Zastavovaciho roztoku ve stejném poradi a
intervalech jako byl davkovan substrat.

9. Zmérte na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztok(
v jamkach proti blanku (jamka A1), a to do 30 minut po zastaveni reakce.

V prfipadé celkové slabsi reakce, zplUsobené napt. nizsi laboratorni teplotou, je

mozné prodlouzit inkubaci se substratem az na 30 minut.
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9 Pracovni schéma

A e
10000000006
12000000000
10000000000
10000000000
10000000006
10000000000
H
3 4 5 10 11 12

Vysetreni séra

NKS 100 pl fedéného | NCS

PKS-L 100 pl fedéného |PCS-L

TV 1-x 100 ul redéného testovaného séra

Vysetreni mléka

NKS 100 ul | NCS

PKS-L 100 ul

TV 1-x 100 ul testovaného vzorku mléka
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10 Validita testu

Test je platny, jestlize:
Absorbance Negativniho kontrolniho séra je vétsi nez 0,750.

> 0,750

Absorbance Pozitivniho kontrolniho séra limitniho je mensi nez 0,3 nasobek
absorbance Negativniho kontrolniho séra.

PCS-L| <0,3x [ NCS

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

11 Hodnoceni vysledku

Vypocet Procenta blokace

e Délte rozdil primérné absorbance Negativniho kontrolniho séra (NKS) a
absorbance vySetfovaného vzorku primérnou absorbanci Negativniho
kontrolniho séra (NKS).

(Primérna absorbance NKS - Absorbance vzorku)
Procento blokace = x 100 [%]
Primérna absorbance NKS

Interpretace vysledk( vySetreni uvadi tabulka (Tabulka 1).

Tabulka 1 Interpretace vysledki vysetieni

Procento blokace [%] Hodnoceni

mensi nez 45 negativni
45-50 hranicni
vétsi nez 50 pozitivni

V pripadé hrani¢niho vysledku se doporucuje vySetreni opakovat z nového odbéru
krve.
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12 Bezpecnost prace

Souprava je uréena pouze pro diagnostické ucely in vitro.

Séra, konjugat, fedici roztok vzork( a konjugdtu a veskery material pfichazejici do
styku s vySetfovanymi vzorky je nutno povazovat za potencidlné infekéni.

Nékteré reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte se kontaktu s k{zi.
Zastavovaci roztok obsahuje zfedény roztok kyseliny. PFfi praci stimto roztokem
chrante oci a pokozku!

Je nutné dodrZovat mistni predpisy tykajici se bezpecnosti prace.

Prvni pomoc

Pri zasazeni oCi vymyvejte velkym mnozZstvim vlazné vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Pfi zasazeni odévu a klze odlozte veskeré kontaminované obleceni. Pokozku
omyjte velkym mnozZstvim vody a mydlem. Pfi potfisnéni roztokem, ktery obsahuje
sérum, pokozku dezinfikujte. Pfi nahodném poziti vyplachnéte uUsta pitnou vodou
a vyhledejte |ékarskou pomoc.

Likvidace zbytkl po provedeni testi

Veskeré pomucky pouzité k provedeni testu je nutné povazovat vzhledem ke
kontaktu s biologickym materidlem za potencialné infekcéni. 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 obal( likvidujte jako tfidény odpad podle mistnich predpisu.
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13 Technické pripominky

Pro ziskani spolehlivych vysledk( je nutné presné dodrZovani navodu. Pfi praci
pouzivejte vidy pomlcky nejvyssi Cistoty. Davejte prednost jednorazovym
pomuUckam.

Mikrotitracni desticka — pred otevienim nechejte vidy sacek s mikrotitracni
desti¢kou vytemperovat na laboratorni teplotu, aby nedoslo ke kondenzaci vodnich
par na povrchu desticky.

Promyvaci roztok — pro prfipravu promyvaciho roztoku v pracovnim Fedeéni
pouzivejte vysoce kvalitni destilovanou vodu.

Promyvani — dodrZujte predepsany pocet promyvacich cykld a jamky plnte vidy az

po horni okraj.

TMB-Complete — pipetovaci vanicku pro TMB-Complete nepouzivejte pro jiné

roztoky. Zbytek roztoku z pipetovaci vanicky nevracejte zpét do lahvicky.

Nereprodukovatelné vysledky mohou pochazet z metodickych chyb, zejména:

e nedostatecné promichdani roztokd a vzork( pred pouZzitim

e zameéna uzavérl lahvicek

e poufZiti stejné Spicky pfi pipetovani rdznych roztokd

e vystaveni reagencii nadmeérné teploté, bakteridlni nebo chemické kontaminaci

e nedostatecné promyti jamek, neplnéni jamek az po okraj, Spatné odsati zbytk(
roztoku

e zneciSténi okraju jamek konjugatem nebo vzorky

e zaména reagencii z rGznych Sarzi souprav

e kontakt reagencii s oxidanty, tézkymi kovy a jejich solemi.

Soupravu je moZno zpracovavat postupné. Pro pripravu pracovnich roztok
odeberte jen takové mnozstvi reagencii, které bude spotifebovano pro analyzu.

Soupravu je mozno zpracovat na vsech typech automatickych ELISA analyzatord.
V pfipadé potreby TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. nabizi certifikovanou modifikaci
pracovniho navodu pro konkrétni typ analyzatoru.

Pfi nedodrzeni pracovniho postupu vyrobce neodpovida za spravnou funkci
soupravy.
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14 Vysvétleni symbolu

8°C
Skladovaci teplota
2°C

!

ALK

T

Udrzovat v suchu

x

Pouzit do data

LOT

Cislo $arze

Vyrobce

Ctéte navod k poufziti

A
m
T

Katalogové cislo

<

Pocet testu

GMP

Spravna vyrobni praxe
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Poznamky
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Poznamky
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Schéma testu IBR-gB ELISA (192)

Krok Symbol Jednotlivé kroky testu

1 Sérum nebo plazma: Davkovani Rediciho roztoku vzorkd 50 pl
6 Mléko: Davkovani Rediciho roztoku vzorkd O pl

) Sérum nebo plazma: Davkovani kontrolnich sér 50 pl
6 Mléko: Davkovani kontrolnich sér 100 pl

3 Sérum nebo plazma: Davkovani vzork( 50 pl
0 MIléko: Davkovani vzorkd 100 pl

Inkubace

Sérum nebo plazma:

e 120 min pfi 37 °C

e pres noc (12-18 hodin) pfi +2 °Caz +8 °C
MIléko:

e pres noc (12-18 hodin) pfi +2 °Caz +8 °C

&

Odsati a promyti jamek 4 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl

Inkubace 60 min pfi laboratorni teploté

Odsati a promyti jamek 4 krat

Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 pl

Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté.

@D Do R

Davkovani Zastavovaciho roztoku 100 pl

12 ,l,l Fotometrické méFeni pfi 450 nm
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