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AD Ab ELISA

Imunoenzymaticka souprava ke stanoveni protilatek proti
viru Aujeszkyho choroby prasat v krevnim séru nebo mase

1  Uvod

Aujeszkyho onemocnéni (Aujeszky’'s disease-AD) je infekéni onemocnéni prasat.
PlUvodcem je praseci herpesvirus typu 1 (SHV-1) z ¢eledi Herpesviridae. Onemocnéni
se vyznacuje dvoufdzovym pribéhem, na akutni stddium infekce navazuje faze
latentni. U postizenych prasat dochazi v akutnim stadiu k poruchdm nervového
systému a dychaciho Ustroji. U selat ma onemocnéni zpravidla fatalni pribéh. Prase,
jako pfirozeny hostitel a rezervoar viru, je v dobé latentniho stadia infekce Sifitelem
viru pro ostatni vnimava zvirata, u nichZ je onemocnéni obvykle letalni.

Diagnostika onemocnéni je zaloZzena na detekci protilatek proti viru Aujeszkyho
choroby (AD) vkrevnim séru a svalové tekutiné prasat. Souprava je vhodna
k prakazu infekce vchovech, ke kontrole ucinnosti ochranné vakcinace i pfi
certifikaci infekce prostych stad.

Souprava AD Ab ELISA detekuje protilatky proti kompletnimu souboru virovych
antigenl (neni vhodnd pro odliSeni infikovanych zvifat od zvifat vakcinovanych
gE-vakcinou).

Citlivost soupravy je nastavena na Mezinarodni standardni sérum
ADV-1v fedéni 1:8.

2  Princip testu

Souprava umoznuje detekci specifickych protilatek ve vzorku metodou EIA, typ
sandwich (tj. pevna faze snavazanym specifickym antigenem - protilatka
z vySetfovaného vzorku - znacenad protilatka). Znacena protilatka (konjugat) je zvireci
imunoglobulinova frakce proti prase¢imu imunoglobulinu konjugovana krenovou
peroxidazou. Peroxidazova aktivita se stanovuje pomoci substratu s TMB, ktery
zmodra v pripadé pozitivity. 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 umérna koncentraci specifickych protilatek
pritomnych ve vzorku.

Pouzity antigen
Purifikovany a inaktivovany antigen (praseci herpesvirus typ 1)
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3 Slozeni soupravy

IMICROPLATE| PotaZend desticka 5 ks
s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek v sacku se
susidlem

NCS Negativni kontrolni sérum 1x0,4 ml

20krat koncentrované praseci sérum neobsahujici
specifické protilatky

Pozitivni kontrolni sérum limitni 1x0,4ml
20krat koncentrované praseci sérum obsahujici
specifické protilatky

| CONJUGATE| Konjugat 1x0,8 ml
100krat koncentrované kozi nebo kralici protilatky
proti praseCimu imunoglobulinu znacené
peroxidazou

[DILUENT 13] Redici roztok vzorkii 13 1 x 240 ml
Pufr se stabilizatory bilkovin, v pracovnim redéni

ICONJ.DILUENT 11| Redici roztok konjugatu 11 1x 70 ml
Pufr se stabilizatory konjugatu, v pracovnim redéni

|SUBSTRATES5|  TMB-Complete 5 1x 60 ml
Jednoslozkovy substratovy roztok obsahuijici
TMB/H20,, v pracovnim redéni

Promyvaci roztok 2 x 60 ml
20krat koncentrovany pufr

STOP Zastavovaci roztok 1x60 ml
Roztok kyseliny, v pracovnim rfedéni
Pracovni navod 1ks
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4 Dalsi potrebné vybaveni k provedeni testu

Jedno a vicekanalové pipety

Spi¢ky pro jednorazové poufiti

Promyvaci zafizeni

Stopky

Trepacka mikrotitracnich desti¢ek (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 pfi teploté +2 °C az +8 °C. Pfi dodrzeni skladovacich podminek
plati exspirace uvedena na obalu soupravy. Po otevreni je doporuceno soupravu
spotfebovat do 3 mésicl. Souprava nesmi zmrznout!

Vzorky a jejich skladovani

Jako vzorek k vysetfeni mUZe byt pouZito sérum nebo svalovd tekutina masa.
Vysetfované vzorky je mozno uchovavat pri +2 °C az +8 °C maximalné 48 hod. 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 15 ml Promyvaciho roztoku + 285 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.

Redici roztok vzorkd je v pracovni koncentraci, dale nefedit!

Redici roztok konjugatu je jiz v pracovni koncentraci, déle nefedit!

Konjugat fedte 1:100 Redicim roztokem konjugdtu. Napf. 600 pl Konjugatu dopliite
Redicim roztokem konjugétu do celkového objemu 60 ml (pro jednu desti¢ku: 120 pl
do 12 ml, pro jeden strip: 10 pl do 1 ml).

Redéni provadéijte nejdiive 10 minut pfed pouZitim. Dobfe promichejte.
TMB-Complete je jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok v pracovnim
fedéni, dale neredit!
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Zameénitelnost roztoku

Redici roztok vzorkd, Redici roztok konjugatu a TMB-Complete jsou v EIA soupravach
TestlLine zaménitelné, pokud maji stejné Ciselné oznaceni (napf. Redici roztok
vzork( 2, Redici roztok vzork( 3, atd.). Promyvaci a Zastavovaci roztok je univerzalni
ve vSech EIA soupravach TestLine.

7 Redéni a pfiprava vzorkd a kontrolnich sér
Redici roztok vzorkd pfed pouZitim $etrné promichejte.

Redéni vzorkl sér a kontrolnich sér

Ddkladné promichané vzorky a kontrolni séra (PKS-L a NKS) fedte 1:20 Redicim
roztokem vzorkd.

Napt.: 10 pl vzorku (kontrolniho séra) + 190 pl Rediciho roztoku vzorka.

Redéni provadéjte v jamkach mikrotitraéni desti¢ky (viz. Pracovni postup). Dobfte
promichejte.

Priprava a fedéni vzork( masa
K vySetfeni vzorkll masa se pouzivd svalova tekutina pfipravena nasledujicimi
postupy:

e Zmrazenim a rozmrazenim vzorku masa. Tekutinu uvolnénou z masa po
rozmrazeni a kompresi pouzZijte k testovani v redéni 1:5.

Napf. 40 pl tekutiny + 160 pl Rediciho roztoku vzork.

Provadéjte prfimo v jamkdach mikrotitracni desticky (viz. Pracovni postup). Dobre
promichejte.

e Vzorek cerstvého masa nastfihejte na drobné kousky, doplite pufrovanym
fyziologickym roztokem (1ml/1g svaloviny) a pridanim morského pisku
homogenizujte v treci misce. Homogenat preneste do zkumavky, centrifugujte
10 min (3000 ot/min), ziskany supernatant pouzijte k vySetfeni v fedéni 1:5.
Napf. 40 pl supernatantu + 160 pl Rediciho roztoku vzorkd.

Provadéjte prfimo v jamkdach mikrotitracni desticky (viz. Pracovni postup). Dobre
promichejte.

Naredéné vzorky je nutno vysetfit co nejdfive.
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8

Pracovni postup

Vsechny reagencie nechte vytemperovat na laboratorni teplotu a duUkladné
promichejte. NepoufZijete-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 kontroly a fedéné vzorky podle pracovniho schématu.

Pipetujte 200 pl Rediciho roztoku vzorkd do jamky A1 (blank).

Pipetujte 190 pl Rediciho roztoku vzorkd do viech zbyvajicich jamek.

Pipetujte 10 pl Negativniho kontrolniho séra do 2 jamek (B1, C1).

Pipetujte 10 pl Pozitivniho kontrolniho séra limitniho do 2 jamek (D1, E1).
Pipetujte 10 pl testovanych vzorkd do zbyvajicich jamek s Redicim roztokem
vzork( (F1 —H12).

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

2. Desticku prikryjte vickem a inkubujte 30 min pfi 37 °C.
3. Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky

plinte po horni okraj. Na zavér dikladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

4. Davkujte do vSech jamek 100 ul pracovniho roztoku konjugatu.

Desticku pfikryjte vickem a inkubujte 30 min pri 37 °C.

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

plinte po horni okraj. Na zavér dUkladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

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

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

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

10.Zmérte na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztok

v jamkach proti blanku (jamka A1), a to do 30 min po zastaveni reakce.

V pripadé celkové slabsi reakce, zplsobené napf. nizsi laboratorni teplotou, je
mozné prodlouzit inkubaci se substratem az na 30 minut. Zastavte reakci
v okamziku, kdy intenzita zbarveni PKS-L odpovida 0,500 - 2,000.
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9 Pracovni schéma

A e
10000000006
10000000006
13000000006
12000000000
10000000000
100000000060
H
3 4 6 10 11 12

BL 200 pl - Rediciho roztoku vzorkd (Blank)

NKS 200 ul  fedéného NCS

PKS-L 200 ul fedéného PCS-L

TS1-x 200 ul Fedéného testovaného séra
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10 Validita testu

Test je platny, jestlize:

Absorbance blanku je mensi nez 0,200.
BLANK < 0,200

Absorbance Negativniho kontrolniho séra je mensi nez 1/3 nasobek absorbance
Pozitivniho kontrolniho séra limitniho.

<1/3x

Absorbance Pozitivniho kontrolniho séra limitniho je v rozmezi 0,500 az 2,000.

0,500 < <2,000

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

11 Hodnoceni vysledkl

Vypocet poméru S/P
Délte absorbanci testovaného vzorku priimérnou absorbanci Pozitivniho kontrolniho
séra limitniho (PKS-L) namérenou v téze sérii vysetreni:

Absorbance vzorku
S/P = x 100 [%]
Primérna absorbance PKS-L

Interpretace vysledk( vySetreni uvadi tabulka (Tabulka 1).

Tabulka 1 Interpretace vysledki vysetieni

Pomeér S/P [%)] Hodnoceni

mensi nez 30 negativni
30az40 hranicni
vétsi nez 40 pozitivni

V pripadé hrani¢niho vysledku se doporucuje vySetreni opakovat z nového odbéru.
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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 materidl prichazejici do
styku s vySetfovanymi vzorky je nutno povazovat za potencidlné infekéni.

Nékteré reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte se kontaktu s kizi.

Zastavovaci roztok obsahuje zfedény roztok kyseliny. PFfi praci stimto roztokem
chrarite oci a pokozku!

Je nutné dodrzovat mistni pfedpisy 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 mnozstvim vody a mydlem. Pfi potfisnéni roztokem, ktery obsahuje
sérum, pokozku dezinfikujte. Pfi nahodném poziti vyplachnéte Usta 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 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 ziskdni spolehlivych vysledk(l je nutné presné dodrzovani navodu. Pti praci
pouzivejte vidy pomlcky nejvyssi Cistoty. Davejte prednost jednorazovym
pomuckam.

Mikrotitracni desticka — pred otevienim nechejte vidy sacek s mikrotitracni

destickou vytemperovat na laboratorni teplotu, aby nedoslo ke kondenzaci vodnich
par na povrchu desticky.

Promyvaci roztok — pro pfipravu promyvaciho roztoku v pracovnim redéni
pouzivejte vysoce kvalitni destilovanou vodu.

Promyvani — dodrZujte predepsany pocet promyvacich cykl( a jamky plite vidy az
po horni okraj.

TMB-Complete — pipetovaci vanicku pro TMB-Complete nepouZivejte pro jiné
roztoky. Zbytek roztoku z pipetovaci vani¢ky nevracejte zpét do lahvicky.
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Nereprodukovatelné vysledky mohou pochazet z metodickych chyb, zejména:

e nedostatecné promichdani roztokd a vzorkl pred pouzitim

e zameéna uzaveérl lahvicek

e pouziti stejné Spicky pfi pipetovani riznych roztoku

e vystaveni reagencii nadmeérné teploté, bakterialni nebo chemické kontaminaci

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

e znecisténi okrajl jamek konjugdtem nebo vzorky

e zaména reagencii z rlznych SarZi souprav

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

Soupravu je mozino zpracovavat postupné. Pro pfipravu pracovnich roztok
odeberte jen takové mnozstvi reagencii, které bude spotrebovano pro analyzu.

Soupravu je mozZno 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 neodpovida za spravnou funkci
soupravy.
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14 Vysvétleni symboll

8°C
Skladovaci teplota
2°C
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Schéma testu AD Ab ELISA

Krok

Symbol

Jednotlivé kroky testu

1

Davkovani Rediciho roztoku vzorkd
Blank 200 ul
Dalsi jamky 190 pl

Davkovani nefedénych kontrolnich sér a vzorkd 10 pl
Mimo blank

Inkubace 30 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 4 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl
Vcetné blanku

Inkubace 30 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 4 krat

Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 pl
Vcetné blanku

O | 00 I N OO U bW DN

Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté.

10

Davkovani Zastavovaciho roztoku 100 pl
Vcetné blanku

[E
[

To Do B |ldHe | &

Fotometrické méreni pfi 450 nm
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