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BVD-MD IgG ELISA n

Imunoenzymaticka suprava na skriningové stanovenie
protilatok proti virusu bovinnej virusovej hnacky v hovadzom
sére a mlieku

1  Uvod

Bovinnu virusovu hnacku — sliznicovd chorobu sposobuje virus BVD (bovine viral
diarrhea virus; BVDV), zastupca rodu Pestivirus z Celade Flaviviridae. BVDV patri
medzi najvyznamnejSie virusové patogény hovadzieho dobytka. Medzi typické
priznaky ochorenia patri hnacka a horucka. Zavaznym désledkom infekcie BVDV je
oslabenie imunity (imunosupresia), ktora je predispozicnym faktorom uplatnenia
inych patogénov s prejavom respiracnych infekcii, poruch reprodukcie, mastitidy,
prip. inych ¢revnych ochoreni. Virus ma schopnost prenikat placentou a v pripade
plodov infikovanych v prvej tretine brezivosti vyvolava imunotoleranciu. Désledkom
imunotolerancie je perzistentna forma infekcie BVDV, v priebehu ktorej zvierata
vylu€uju virus a su hlavnym zdrojom infekcie v stade (perzistentne infikované
zvieratd). Tieto zvierata su sérologicky negativne (imunotolerantné). Akékolvek
rieSenie infekcii BVDV je zalozené na vyhladani a odstraneni tychto zvierat, o ma za
nasledok velké ekonomickeé straty v chovoch hovadzieho dobytka.

Diagnostika sa zaklada na preukazani Specifickych protilatok proti BVDV v krvnych
sérach hovadzieho dobytka. Suprava sluzi na vyhladanie sérologicky negativnych
(,rizikovych”) zvierat vchovoch s aktivnou infekciou BVDV. Tieto sérologicky
negativne zvierata sa potom virologicky vysSetruju na potvrdenie perzistentnej
infekcie. Okrem tejto zakladnej indikacie, t. j. vyhladdvania perzistentne
infikovanych zvierat, sa moOZe suUprava TestLine BVD-MD IgG ELISA vyuZit na
potvrdenie klinického podozrenia z vyskytu nakazy, na overenie cirkulacie virusu
v chovoch, pripadne na kontrolu ucinnosti vakcinacie.
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2  Princip testu

Suprava umoznuje detekciu Specifickych protildtok vo vzorke metédou EIA, typ
sandwich (t. j. pevnd faza s naviazanym Specifickym antigénom — protilatka
z vySetrovanej vzorky — znacdena protilatka). Znacena protilatka (konjugat) je
zvieracia imunoglobulinova frakcia proti hovadziemu imunoglobulinu konjugovana
chrenovou peroxidazou. Peroxiddzovd aktivita sa stanovuje pomocou substratu
s TMB, ktory zmodrie v pripade pozitivity. Celd reakcia je ukonfend zastavovacim
roztokom. Dojde k zmene modrého zafarbenia na zIté. Intenzita zltého zafarbenia sa
meria na fotometri (pri vinovej dizke 450 nm) a je tmerna koncentracii $pecifickych
protilatok pritomnych vo vzorke.

Pouzity antigén
Purifikovany a inaktivovany antigén BVDV
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3 Zlozenie supravy

IMICROPLATE| Potiahnuta platnicka 5 ks
s naviazanym antigénom, 12 x 8 jamiek vo vrecku s
vysusovacom

NCS Negativne kontrolné sérum 1x0,4 ml

20-krat koncentrované hovadzie sérum
neobsahujuce Specifické protilatky

PCS-L Pozitivnhe kontrolné sérum limitné 1x0,4ml

20-krat koncentrované hovadzie sérum obsahujuce
Specifické protilatky

| CONJUGATE| Konjugét 1x0,25 ml

400-krat koncentrované kozie alebo kralicie
protilatky proti hovadziemu imunoglobulinu
znacené peroxidazou

Riadiaci roztok vzoriek 13 1x 240 ml

Pufer so stabilizatormi bielkovin, v pracovhom

riedeni

|CONJ.DILUENT 11| Riadiaci roztok konjugétu 11 1 x 70m|
Pufer so stabilizatormi konjugatu, v pracovhom
riedeni

|SUBSTRATE5|  TMB-Complete 5 1x 60 ml

Jednozlozkovy substratovy roztok obsahujuci
TMB/H,0,, v pracovhom riedeni

WASH Premyvaci roztok 2x60ml
20-krat koncentrovany pufer
STOP Zastavovaci roztok 1 x 60 ml

Roztok kyseliny, v pracovnom riedeni

Pracovny navod 1 ks
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4 Dalsie potrebné vybavenie na vykonanie testu

Jednokanalova a viackanalové pipety

Spicky na jednorazové poufitie

Premyvacie zariadenie

Stopky

Trepacka mikrotitraénych platniciek (pri vysetrovani mensich suborov vzoriek nie je
nevyhnutnd)

Termostat na 37 °C s vlhkou komorkou

Fotometer na mikrotitracné platnicky

5 Skladovanie a exspiracia supravy

Supravu skladujte pri teplote +2 °C az +8 °C. Pri dodrzani skladovacich podmienok
plati exspiracia uvedend na obale sUpravy (24 mesiacov od datumu vyroby). Po
otvoreni sa odporuca stpravu spotrebovat do 3 mesiacov. Suprava nesmie zmrznut!

Vzorky a ich skladovanie

Ako vzorka na vysetrenie sa mozZe pouzit krvné sérum a vzorky mlieka (individudlne,
zmesné a bazénové). Vysetrované vzorky (sérum, mlieko) je mozné uchovavat pri
teplote +2 °C az +8 °C maximalne 48 hodin.

Vzorky mlieka sa m6zu konzervovat napr. Bronopolom. Takto konzervované vzorky
mlieka je moZné skladovat pri teplote +2 °C aZ +8 °C maximalne 6 dni.

Pri dlhSom skladovani zmrazte vzorky na -20 °C.

6 Priprava pracovnych roztokov

Premyvaci roztok riedte v pomere 1:20. Napr. 60 ml koncentrovaného Premyvacieho
roztoku + 1140 ml destilovanej vody (na 1 platnicku 15 ml Premyvacieho roztoku +
285 ml destilovanej vody).

Vo flasticke s Premyvacim roztokom sa mozu vytvorit krystaly soli. Tieto krystaly je
potrebné pred pouzitim rozpustit zahriatim vo vodnom kupeli. Roztok je po zriedeni
stabilny jeden tyzden pri teplote +2 °C az +8 °C.

Riediaci roztok vzoriek je uz v pracovnej koncentracii, dalej neriedit!

Riediaci roztok konjugatu je uz v pracovnej koncentracii, dalej neriedit!

Konjugat riedte v pomere 1:400 Riediacim roztokom konjugatu. Napr. 175 pul
Konjugatu doplnte Riediacim roztokom konjugdtu do celkového objemu 70 ml (na
jednu platnicku: 30 pl do 12 ml, pre jeden strip 2,5 pl do 1 ml).

Riedenie vykonavajte najskér 10 mindt pred pouzitim. Dobre premiesajte!

TMB-Complete je jednozlozkovy chromogénny substratovy roztok v pracovnom
riedeni, dalej neriedit!
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Zamenitelnost roztokov

Riediaci roztok vzoriek, Riediaci roztok konjugatu a TMB-Complete su v EIA
supravach TestLine zamenitelné, ak maju rovnaké ciselné oznacenie (napr. Riediaci
roztok vzoriek 2, Riediaci roztok vzoriek 3 atd.). Premyvaci a Zastavovaci roztok je
univerzalny vo vsetkych EIA supravach TestLine.

7 Riedenie vzoriek a kontrolnych sér
Riediaci roztok vzoriek pred pouzitim Setrne premiesajte.

Riedenie vzoriek a kontrolnych sér

Dokladne premieSané vzorky a kontrolné séra (PKS-L a NKS) riedte v pomere 1:20
Riediacim roztokom vzoriek:

napr.: 10 ul vzorky (kontrolného séra) + 190 pl Riediaceho roztoku vzoriek.

Riedenie vykondvajte v jamkach mikrotitracnej platnicky (pozri kapitolu Pracovny
postup). Dobre premiesajte.

Zriedené vzorky je nutné vysetrit ¢o najskor.

Priprava vzoriek mlieka
Vzorky mlieka (individualne, zmesné a bazénové) sa vysSetruju neriedené.

Vzorky mlieka sa centrifuguju, alebo sa nechaju sadnut tak, Ze sa tuk oddeli od
mlieéneho séra (tuk hore, sérum dole). Pri pipetovani zavedte Spi¢ku pod tuk,
vySetruje sa mlieCne sérum.
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8

Pracovny postup

Vsetky reagencie nechajte vytemperovat na laboratérnu teplotu a dokladne
premiesajte. Ak nepoufZijete celt platnic¢ku, zvysné stripy vratte spat do obalu s
vysuSovacom, hermeticky uzavrite a skladujte pri teplote +2 °C az +8 °C. Dosledne
chrante pred vihkostou!

1. Kontroly a riedené vzorky davkujte podla pracovnej schémy.

Vzorky séra

Pipetujte 200 pl Riediaceho roztoku vzoriek do jamky A1 (blank).

Pipetujte 190 pl Riediaceho roztoku vzoriek do vsetkych zvySnych jamiek.
Pipetujte 10 pl Negativneho kontrolného séra do 2 jamiek (B1, C1).
Pipetujte 10 pl Pozitivneho kontrolného séra limitného do 2 jamiek (D1, E1).

Pipetujte 10 ul testovanych vzoriek do zvysSnych jamiek s Riediacim roztokom
vzoriek (F1 —H12).

Obsah jamiek doékladne premiesajte (najlepSie pomocou trepacky
mikrotitracnych platniciek).

Vzorky mlieka

Pipetujte 200 pl Riediaceho roztoku vzoriek do jamky A1 (blank).

Pipetujte 190 ul Riediaceho roztoku vzoriek a 10 ul Negativheho kontrolného
séra do 2 jamiek (B1, C1).

Pipetujte 190 ul Riediaceho roztoku vzoriek a 10 pl Pozitivheho kontrolného séra
limitného do 2 jamiek (D1, E1).

Pipetujte 100 pl neriedenej vzorky mlieCneho séra do zvysnych jamiek (F1 - H12).
Obsah jamiek dobkladne premieSajte (najlepSie pomocou trepacky
mikrotitracnych platniciek).

2. Platni¢ku prikryte vie¢kom a inkubujte 60 minut pri teplote 37 °C.

3. Odsajte obsah jamiek a 4-krat premyte pracovnym premyvacim roztokom. Jamky

plnte po horny okraj. Na zaver dokladne vyklepte zvysky roztoku do nasiakavého
materidlu. Dbajte na to, aby boli jamky so vzorkami mlieka dékladne premyté
(v jamke nesmie zostat tukovy kruzok).

4. Do vsetkych jamiek nadavkujte 100 ul pracovného roztoku konjugatu.

Platnicku prikryte vieckom a inkubujte 30 minut pri teplote 37 °C.

Odsajte obsah jamiek a 4-krat premyte pracovnym premyvacim roztokom. Jamky
plnte po horny okraj. Na zaver dokladne vyklepte zvysky roztoku do nasiakavého
materialu.

Do vsetkych jamiek nadavkujte 100 ul jednozlozkového substratu TMB-Complete.
Pozor na znecistenie — pozri kapitolu Technické pripomienky.
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8. Platnicku prikryte vieCckom a inkubujte 15 minut pri laboratdrnej teplote. Pozorne
sledujte vyvoj modrého sfarbenia, najma vjamkach s pozitivnym kontrolnym
sérom limitnym.

9. Reakciu zastavte pridanim 100 pl Zastavovacieho roztoku v rovnakom poradi
a intervaloch, ako sa davkoval substrat.

10.Do 30 minut po zastaveni reakcie zmerajte na fotometri pri vinovej dizke 450 nm
intenzitu sfarbenia roztokov v jamkach oproti blanku (jamka Al).

V pripade celkovo slabsej reakcie, spdsobenej napr. nizSou laboratérnou teplotou, je

mozné predIzit inkubaciu so substratom aZ na 30 minut. Reakciu zastavte v okamihu,

ked'intenzita sfarbenia PKS-L zodpoveda 0,500 - 2,000.
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9 Pracovna schéma

Vysetrenie séra

BL 200 pl
NKS 200 pl
PKS-L 200 pl
TS1-x 200 ul

Vysetrenie mlieka

11 12

Riediaceho roztoku vzoriek (Blank)

riedeného NCS

riedeného

riedeného testovaného séra

BL 200 ul  Riediaceho roztoku vzoriek (Blank)

NKS 200 ul  riedeného NCS

PKS-L 200 ul  riedeného

TS 1-x 100 ul  testovanej vzorky mlieka
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10 Validita testu
Test je platny, ak:
Absorbancia blanku je mensia ako 0,200.

BLANK < 0,200

Absorbancia Negativneho kontrolného séra je mensia ako 1/3 nasobok absorbancie
Pozitivneho kontrolného séra limitného.

<1/3x

Absorbancia Pozitivneho kontrolného séra limitného je v rozmedzi 0,500 do 2,000.
0,500< |[PCS-L| <2,000

Ak nie su splnené tieto poziadavky, vysledok testu je neuspokojivy a musi sa
opakovat.

11 Hodnotenie vysledkov

Vypocet pomeru S/P
Vydelte absorbanciu testovanej vzorky priemernou absorbanciou Pozitivheho
kontrolného séra limitného (PKS-L) nameranou v rovnakej sérii vySetreni:

Absorbancie vzorky
S/P= x 100 [%]

Priemerna absorbancie PKS-L

Interpretacie vysledkov vysetreni sér su uvedené v tabulke (Tabulka 1).

Tabulka 1 Interpretacie vysledkov vySetreni sér

Pomer S/P [%)] Hodnotenie

mensi ako 30 negativny

30az40 hrani¢ny

vacsi alebo rovny pozitivny
40

V pripade hrani¢ného vysledku sa odporuca zopakovat vySetrenie z nového odberu
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Interpretacie vysledkov vysetreni vzoriek mlieka sa uvadzaju v tabulkdch (Tabulka 2
a Tabulka 3).

Tabulka 2 Interpretacie vysledkov individualnych vzoriek mlieka

Pomer S/P [%)] Hodnotenie

mensi ako 40 negativny
vacsi alebo rovny pozitivny
40

Tabul'ka 3 Interpretacie vysledkov zmesnych a bazénovych vzoriek mlieka

Pomer S/P [%)] Hodnotenie

mensi ako 20 negativny
vacsi alebo rovny pozitivny
20

12 Bezpecnost prace

Suprava je urcena len na diagnostické ucely in vitro.

Séra, konjugat, riediaci roztok vzoriek a konjugatu a vSetky materialy prichadzajuce
do styku s vySetrovanymi vzorkami je nutné povazovat za potencidlne infekéné.
Niektoré reagencie obsahuju toxicku zlozku azid sodny. Zabrante kontaktu s kozou.
Zastavovaci roztok obsahuje zriedeny roztok kyseliny. Pri praci s tymto roztokom
chrante oci a pokozku!

Je nutné dodrziavat miestne predpisy tykajuce sa bezpecnosti prace.

Prva pomoc

Po zasiahnuti oci vyplachujte velkym mnozistvom vlaznej vody a vyhladajte lekarsku
pomoc. Pri kontakte s odevom a pokozkou vyzlecte vsSetko kontaminované
oblecenie. Pokozku oplachnite velkym mnoistvom vody a mydlom. Po postriekani
roztokom, ktory obsahuje sérum, pokozku dezinfikujte. Po nahodnom poziti
vyplachnite Usta pitnou vodou a vyhladajte lekarsku pomoc.

Likvidacia zvySkov po vykonani testov

Vsetky pombdcky pouZité na vykonanie testu je nutné povaZzovat vzhladom na
kontakt s biologickym materidlom za potencidlne infekéné. Preto ich likvidujte
spolocne s biologickym odpadom.
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Likvidacia sapravy po exspiracii

Supravu rozoberte na jednotlivé komponenty a zlikvidujte ich ako biologicky
materiadl. Obaly a zvySky obalov likvidujte ako triedeny odpad podla miestnych
predpisov.

13 Technické pripomienky

Na ziskanie spolahlivych vysledkov je nutné presné dodrziavanie navodu. Pri praci
vidy pouZivajte pomobcky najvyssej Cistoty. Davajte prednost jednorazovym
pomdbckam.

Mikrotitracna platnicka — pred otvorenim vidy nechajte vrecko s mikrotitracnou
platnickou vytemperovat na laboratérnu teplotu, aby nedoslo ku kondenzacii
vodnych par na povrchu platnicky.

Premyvaci roztok — na pripravu premyvacieho roztoku s pracovnym riedenim
pouzivajte vysoko kvalitnu destilovanu vodu.

Premyvanie — dodrzujte predpisany pocet premyvacich cyklov a jamky plnte vidy az
po horny okraj.

TMB-Complete — pipetovaciu vanicku pre TMB-Complete nepouzivajte na iné
roztoky. Zvysok roztoku z pipetovacej vanicky nevracajte spat do flasticky.

Nereprodukovatelné vysledky mozu pochadzat z metodickych chyb, ako je najma:
e nedostatocné premiesanie roztokov a vzoriek pred pouzitim

e zamena uzaverov flasticiek

e poutzitie rovnakej Spicky pri pipetovani r6znych roztokov

e vystavenie reagencii nadmernej teplote, bakterialnej alebo chemickej
kontaminacii

e nedostatoCné premytie jamiek, neplnenie jamiek az po okraj, nespravne odsatie
zvyskov roztoku

e znecistenie okrajov jamiek konjugatom alebo vzorky
e zamena reagencii z réznych Sarzi suprav
e kontakt reagencii s oxidantmi, tazkymi kovmi a ich solami.

Supravu je moino spracovavat postupne. Na pripravu pracovnych roztokov
odoberte len také mnoZstvo reagencii, ktoré sa spotrebuje na analyzu.

Supravu je mozné spracovat na vSetkych typoch automatickych analyzatorov
ELISA.V pripade potreby ponuka spolocnost TestLine Clinical Diagnostics s. r. o.
certifikovanu modifikaciu pracovného navodu pre konkrétny typ analyzatora.

Pri nedodrzani pracovného postupu vyrobca nezodpoveda za spravne fungovanie
supravy.
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14 Vysvetlenie symbolov

8°C
Teplota skladovania
2°C

]
)

P2

Udrzovat v suchu

x

Pouzit do datumu

LOT

Cislo $arze

Vyrobca

Precitajte si navod na poutzitie

A
m
T

Kataldgové Cislo

<

Pocet testov

GMP

Spravna vyrobna prax
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Poznamky
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Schéma testu BVD-MD IgG ELISA

Krok  Symbol

Jednotlivé kroky testu

1 @

Davkovanie Riediaceho roztoku vzoriek

Blank 200 ul

Sérum: 190 pl do ostatnych jamiek

Mlieko: 190 ul len do jamiek pre kontrolné séra

Sérum:
e Davkovanie neriedenych kontrolnych sér 10 pl
Mlieko:
e Davkovanie neriedenych kontrolnych sér 10 pl

e V oboch pripadoch okrem blanku

Davkovanie vzoriek séra 10 pl
Davkovanie vzoriek mlieka 100 pl

Inkubacia 60 minut pri teplote 37 °C

Odsatie a premytie jamiek 4-krat

Davkovanie Konjugatu 100 pl
Vratane blanku

Inkubdcia 30 minut pri teplote 37 °C

Odsatie a premytie jamiek 4-krat

O | 00 J O U | B W

Davkovanie substratu (TMB-Complete) 100 pl
Vratane blanku

[ERY
o

Inkubacia 15 minut pri laboratdérnej teplote.

@ Hee XDl o

Davkovanie Zastavovacieho roztoku 100 pl
Vratane blanku

Fotometrické meranie pri vinovej dizke 450 nm
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