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SVCV Ag ELISA

Imunoenzymaticka souprava k prikazu antigenu viru jarni
virémie kaprti v organovych homogenatech a kultivacnich
médiich infikovanych bunécénych kultur

1  Uvod

PUvodcem onemocnéni jarni virémii kaprl je Rhabdovirus carpio (SVCV), celed
Rhabdoviridae. Druh je pribuzny viru infekéni hematopoetické nekrdézy a viru
hemoragické septikémie. SVCV napada zejména 1 az 2 leté kaprovité ryby. K infekci
jsou vnimavé i dalsi druhy sladkovodnich ryb. Onemocnéni je rozsireno predevsim
v Evropé, ale v posledni dobé se virus objevil i v Asii a Americe.

’

Jarni virémie ma Sirokou skdlu klinickych pfiznak( zahrnujici exophtalmus, ascites
(tekutina v dutiné bfrisni), dale petechidlni krvaceni do svalové a tukové tkané.
Krvacivé zmény jsou pfitomny také na k(zi, zadbrech, v dutiné btisni. Ryby maji
deformovany plynovy méchyf. Dale zle pozorovat apatii, ztratu reflext, poruchy
plavani a koordinace.

V diagnostice se pouZiva metoda ELISA, zaloZend na prUkazu antigenu SVCV
v organovych homogendatech a v kultivacnich médiich infikovanych bunéénych
kultur. Citlivost ELISA metody (10*2-10*° TCIDso na 0,1 ml vy3etfované tekutiny) je
dostatecnd pro rutinni vySetfeni terénnich vzork(. Bakteridlni a plisfova
kontaminace vzork( odebranych od uhynulych ryb neovliviiuje vysledky vysetfeni.
Presto je tfeba davat prednost vysetieni cerstvé odebranych vzork.

2  Princip testu

Souprava umoznuje detekci virového antigenu ve vzorku metodou EIA, typ sandwich
(tj. pevna faze s navazanou specifickou protildtkou - antigen vySetfovaného vzorku —
krali¢i protildtka proti antigenu z vySetfovaného vzorku — znacend protilatka).
ZnacCena protilatka (konjugat) je zvifeci imunoglobulinova frakce proti krali¢imu
imunoglobulinu konjugovand krenovou peroxidazou. Peroxidazova aktivita se
stanovuje pomoci substratu s TMB, ktery zmodra v pfipadé pozitivity. Cela reakce je
ukoncena zastavovacim roztokem. Dojde ke zméné modrého zabarveni na Zluté.
Intenzita Zlutého zabarveni se méri na fotometru (pfi vinové délce 450 nm) a je
umérna koncentraci antigenu pritomného ve vzorku.
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3 Slozeni soupravy

IMICROPLATE| PotaZena desticka 1ks
s navazanou specifickou protilatkou, 12 x 8 jamek
v sacku se susidlem

[ANTIGEN] - | Negativni antigen 1x0,7 ml
Roztok neobsahujici specificky antigen, v pracovnim
fedéni

IANTIGEN| +| Pozitivni antigen 1x0,7 ml
Roztok obsahuijici specificky antigen, v pracovnim fedéni

|RAVHSV]| RASVCV 1x 6,0 ml
Kralici sérum s protilatkou proti SVCV, v pracovnim
redéni

[CONJUGATE|  Konjugat 1x12 ml
Roztok obsahuijici praseci imunoglobulin proti krali¢imu
lgG znaceny peroxidazou, v pracovnim fedéni

| SUBSTRATE 5| TMB-Complete 5 1x 15 ml
Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici TMB/H,0.,
v pracovnim redéni

Promyvaci roztok 1x20ml
20krat koncentrovany pufr

STOP Zastavovaci roztok 1x12ml
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 souborl vzorkd 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 vzorky lze pouzit homogenizované rybi organy, rybi plidky nebo kultivaéni
média virem infikovanych bunéénych kultur. Homogenaty se uchovavaji pri teploté
-20 °C.

6 Priprava pracovnich roztok

Promyvaci roztok redte 1:20 (1 dil roztoku a 19 dil(i destilované vody). Napt. 20 ml
koncentrovaného Promyvaciho roztoku + 380 ml destilované vody.

V lahvi¢ce s Promyvacim roztokem se mohou vytvorit krystaly soli. Tyto krystaly je
tfeba pred pouzitim rozpustit zahfatim na vodni lazni. Roztok po naredéni je stabilni
jeden tyden pfi +2 °C az +8 °C.

RASVCV je v pracovnim fedéni, dale neredit!

Konjugat je v pracovnim fedéni, dale nefedit!

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

Zameénitelnost roztokd

TMB-Complete je v EIA soupravach TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. zaménitelny,
pokud ma stejné Ciselné oznaceni (napf. TMB-Complete 1, TMB-Complete 2 atd.).
Promyvaci a Zastavovaci roztok je univerzalni ve vSech soupravach.
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7 Priprava vzorka

Organy (ledviny, slezina atd.) nebo cely trup (plidek o délce méné nez 5 cm) se
homogenizuji v 3-5 objemech pufrovaného fyziologického roztoku (PBS) a do
vySettfeni se uchovavaji pfi teploté -20 °C. Pfed pouzitim se homogenaty centrifuguji
5 minut (2000 ot/min) a ziskané supernatanty se pouziji k vysetteni.

Kultivaéni média bunécénych kultur infikovanych virem se vySetfuji pfimo po
odstranéni bunécného detritu centrifugaci.

8 Pracovni postup

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

1. Davkujte kontrolni antigeny a vzorky podle pracovniho schématu.
Vyhledavaci (screeningové) vysetieni

e Pipetujte 50 pl RASVCV do vSech jamek.

e Pipetujte 50 ul kontrolniho Negativniho antigenu do 2 jamek (A1, B1).
e Pipetujte 50 pl kontrolniho Pozitivniho antigenu do 2 jamek (C1, D1).
e Pipetujte 50 pl testovacich vzorkd do zbyvajicich jamek (E1 — H12).

e Obsah jamek dlkladné promichejte.

Titracni vysetreni

e Pipetujte 50 pul RASVCV do vsech jamek

e Pipetujte 50 ul testovanych vzork(l do jamek rfady A obsah jamek dukladné
promichejte.

e Prendasejte postupné 50 pl z jamek fady A do jamek fady H (fedéni 1:2 aZ 1:256).

e Pfi kaidém vysetreni zaradte 2jamky s kontrolnim Negativhim antigenem
a 2 jamky s kontrolnim Pozitivnim antigenem.

2. Desticku prikryjte vickem a inkubujte ve vihké komUrce 60 minut pti 37 °C nebo
pres noc (14 —18 hod.) pfi +2 °Caz +8 °C.

3. Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plite po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

4. Davkujte do vSech jamek 100 pl Konjugatu.

5. Desticku pfikryjte vickem a inkubujte 60 minut pfi 37 °C ve vlhké komdrce.

6. Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plinte po horni okraj. Na zavér dikladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.
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7. Davkujte do vsech jamek 100 ul jednoslozkového substratu TMB-Complete.
Pozor na znecisténi — viz kapitola Technické pripominky.

8. Desticku prikryjte vickem a inkubujte 10 minut pfi laboratorni teploté v temnu.
Sledujte  pozorné vyvoj modrého zbarveni, zejména v jamkach
s kontrolnim Pozitivnim antigenem.

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

10.Zméfte na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztokd
v jamkach proti blanku (jamka A1), a to do 10 minut po zastaveni reakce.

V ptipadé celkové slabsi reakce, zplUsobené napf. nizsi laboratorni teplotou, je

mozné prodlouZit inkubaci se substratem az na 30 minut.
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9 Pracovni schéma
Vyhleddavaci (screeningové) stanoveni titracni vySetreni

S

T () -n m o (@) o >
u () - m o (@) w >

1 2 3 4 5 6

NA  [ANTIGEN] -] NA  [ANTIGEN] - |
PA [ANTIGEN]+] PA [ANTIGEN] +

TV 1-x Testované vzorky v danych

TV 1-x Testované vzorky titrech
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10 Validita testu

Test je platny, jestlize:
Primérna absorbance v jamkach s Negativnim antigenem je mensi nez 0,350.

IANTIGEN| - < 0,350

Primérna absorbance v jamkach s Pozitivnim antigenem je vétsi nez 0,500.

|ANTIGEN|+| > 0,500

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

11 Hodnoceni vysledkl

Pozitivni vysledek

Hodnotte vysledek jako pozitivni, je-li hodnota absorbance testovaného vzorku
snizend o prlimérnou absorbanci Negativniho antigenu:

e Pfi hodinové inkubaci se vzorky rovna nebo vétsi nez 0,200.
e Pfiprodlouzené inkubaci se vzorky rovna nebo vétsi nez 0,300.

e ELISA titr antigenu je posledni fedéni vzorku, pfi kterém je hodnota absorbance
testovaného vzorku snizend o primérnou absorbanci Negativniho antigenu
rovna nebo vétsi nez 0,200.

12 Bezpecnost prace

Souprava je urcena pouze pro diagnostické ucely in vitro.

Kontrolni antigeny, kralici sérum s protildtkou, konjugat a veskery material
prichazejici do styku s vysSetfovanymi vzorky je nutno povazovat za potencialné
infekéni.

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

Je nutné dodrZovat mistni predpisy tykajici se bezpecnosti prace.

Prvni pomoc

Pfi zasaZzeni oCi vymyvejte velkym mnoiZstvim vlazné vody a vyhledejte |ékafskou
pomoc. Pfi zasazeni odévu a klze odlozte veskeré kontaminované obleceni. Pokozku
omyjte velkym mnoZstvim vody a mydlem. Pfi potfisnéni roztokem, ktery obsahuje
sérum, pokozku dezinfikujte. Pfi ndhodném poiZiti vyplachnéte Usta pitnou vodou
a vyhledejte lékarskou pomoc.
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Likvidace zbytkl po provedeni testl

Veskeré pomulcky pouzité k provedeni testu je nutné povazovat vzhledem ke
kontaktu s biologickym materialem za potencidlné infekéni. 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.
13 Technické pripominky

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

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 pripravu promyvaciho roztoku v pracovnim Ffedéni
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:

nedostatecné promichdani roztokd a vzorkd pred pouzitim

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 rlznych SarZi souprav

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

Soupravu je moZno zpracovdvat 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 pripadé potreby TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. nabizi certifikovanou modifikaci
pracovniho navodu pro konkrétni typ analyzatoru.

Pfi nedodrzeni pracovniho postupu vyrobce neodpovidda 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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Schéma testu SVCV Ag ELISA

Krok

Symbol

Jednotlivé kroky testu

1

Screeningové vysetreni: Davkovani RASVCV 50 ul
Titracni vySetfeni: Davkovani RASVCV 50 ul

2

Screeningové vysetfeni: Davkovani antigen( 50 pl
Titracni vySetfeni: Davkovani antigent 50 pl

Screeningové vysSetieni: Davkovani vzork( 50 pl
Titracni vySetreni: Davkovani vzork( 50 pl do rfady A, prenést
postupné 50 pl z jamek rady A do jamek radyH (1:2 az 1:256)

Inkubace
e 60 min pri37°C
e pres noc (14-18 hodin) pfi +2 °Caz +8 °C

Odsati a promyti jamek 4 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl

Inkubace 60 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 4 krat

Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 ul

Inkubace 10 min pfi laboratorni teploté

@Dl DHelR O o oo

Davkovani Zastavovaciho roztoku 100 pl

Fotometrické méreni pfi 450 nm
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