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IBR-gB ELISA(192) n

Imunoenzymaticka suprava na detekciu specifickych protilatok
proti bovinnému herpetickému virusu-1 v hovdadzom sére,
plazme a mlieku

1  Uvod

Infekéna bovinna rinotracheitida (IBR) je ochorenie hovadzieho dobytka spésobené
bovinnym herpetickym virusom 1 (BHV 1) z Celade Herpesviridae. Na infekciu je
vnimavy len hovadzi dobytok. Infekény proces prebieha bud Uplne skryto, alebo sa
manifestuje v roznych klinickych formach. Ochorenie sa najcastejSie prejavuje ako
rinotracheitida a vulvovaginitida, obvyklé su aj poruchy reprodukcie a aborty.
V pripade infikovanych zvierat navodzuje virus stav latentnej infekcie a perzistuje v
ich organizme bez akychkolvek klinickych priznakov cely Zivot.

Latentnu infekciu sprevadza:

e adekvatna imunologicka reakcia, predovsetkym tvorba Specifickych
antivirusovych protilatok

e nepravidelné, intermitentné vyluCovanie virusu do vonkajsieho prostredia.

Infikované zvierata sa tak stavaju trvalym zdrojom infekcie a rozhodujucim faktorom
umoznujucim Sirenie nakazy. Spolahliva identifikacia tychto zvierat je zakladnym
vychodiskom pre kontrolu nakazy a realizaciu programu ozdravovania.

Diagnostika ochorenia je vzhladom na absenciu klinickych priznakov latentne
infikovanych zvierat mozna len sérologicky, a to na zaklade pozitivheho preukazania
antivirusovych protilatok v krvnom sére, plazme alebo mlieku. Okrem tejto zakladnej
indikacie, t. j. vyhladavania latentne infikovanych zvierat, sa moze stprava vyuzit na
potvrdenie klinického podozrenia z vyskytu nakazy, na overenie cirkulacie virusu
v chovoch a na kontrolu Uc¢innosti vakcindcie. Na tento ucel slGzi IBR-gB-ELISA (192)
zaloZzena na metéde blocking ELISA.
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2  Princip testu

Suprava umoznuje detekciu Specifickych protildtok vo vzorke metédou blocking
ELISA (t. j. pevnda fdza s naviazanym Specifickym antigénom - protildtka z
vySetrovanej vzorky — znacenda protilatka proti Specifickému antigénu na pevnej
faze). Protilatka z vySetrovanej vzorky efektivne maskuje (blokuje) vazobné miesta
(epitopy) na virusovom glykoproteine B (gB). Znacena protilatka (konjugat) je mysia
monoklondlna protildtka proti gB konjugovand chrenovou peroxidazou.
Peroxidazova aktivita sa stanovuje pomocou substratu s TMB, ktory zmodrie v
pripade negativity (na pevnu fazu sa naviazali len mysie protilatky a nedoslo k vazbe
protilatok zo vzorky). Cela reakcia je ukoncena zastavovacim roztokom. Dojde k
zmene modrého zafarbenia na zlté. Intenzita ZItého zafarbenia sa meria na fotometri
(pri vinovej dizke 450 nm) a je nepriamo Umerna koncentracii $pecifickych protilatok
pritomnych vo vzorke.

Pouzity antigén
Purifikovany a inaktivovany antigén BHV-1
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3 Zlozenie supravy

IMICROPLATE|  Potiahnuta platnicka 2 ks
s naviazanym antigénom, 12 x 8 jamiek vo vrecku s
vysuSovacom

NCS Negativne kontrolné sérum 1x2ml

Hovadzie sérum neobsahujuce Specifické protilatky,
v pracovnom riedeni

Pozitivne kontrolné sérum limitné 1x2ml
Hovadzie sérum obsahujuce Specifické protilatky,
v pracovnom riedeni

|CONJUGATE|  Konjugat 1x 25 ml
Mysie monoklonalne protilatky proti gB IBR znacené
peroxidazou, v pracovnom riedeni

Riadiaci roztok vzoriek 12 1x20ml
Pufer so stabilizatormi bielkovin, v pracovnom riedeni

|SUBSTRATE 3| TMB-Complete 3 1x 25 ml
Jednozlozkovy substratovy roztok obsahujuci
TMB/H,0,, v pracovhom riedeni

Premyvaci roztok 1x75ml
20-krat koncentrovany pufer

STOP Zastavovaci roztok 1x30ml
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 (18 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, plazma, odtuénené mlieko.
Vysetrované vzorky je mozné uchovavat pri teplote +2 °C az +8 °C maximalne 48
hodin. 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 v pracovnej koncentracii, dalej neriedit!

Konjugat je v pracovnej koncentracii, dalej neriedit!

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

Zamenitelnost roztokov

Riediaci roztok vzoriek 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.
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7 Riedenie, priprava vzoriek a riedenie kontrolnych sér

Na vySetrenie je moiné pouZit Cerstvé, schladené alebo rozmrazené vzorky sér,
plazmy a mlieka.

Priprava vzoriek mlieka

Vzorky mlieka sa musia testovat alebo zmrazovat po odtucneni centrifugaciou 15
minat (2000 otacok/min.), alebo po odstati pri teplote 4 °C cez noc a naslednom
odstraneni tuku. Dékladne premiesajte.

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

Dbkladne premiesané vzorky a kontrolné séra (PKS-L a NKS) riedte v pomere 1:2
Riediacim roztokom vzoriek:

napr.: 50 pl vzorky (kontrolného séra) + 50 pl Riediaceho roztoku vzoriek.

Riedenie vykonavajte v jamkach mikrotitraénej platnicky (pozri kapitolu Pracovny
postup). Dobre premiesajte.

Zriedené vzorky je nutné vysetrit ¢o najskor.
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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. Dbsledne
chrante pred vihkostou!

1. Kontroly a riedené vzorky davkujte podla pracovnej schémy.

Vzorky séra alebo plazmy

e Pipetujte 50 ul Riediaceho roztoku vzoriek do vsetkych jamiek.

e Pipetujte 50 ul Negativneho kontrolného séra do 2 jamiek (A1, B1).

e Pipetujte 50 pl Pozitivneho kontrolného séra limitného do 1 jamky (C1).

e Pipetujte 50 ul testovacich vzoriek do zvysnych jamiek. (D1 — H12).

e Obsah jamiek dobkladne premieSajte (najlepSie pomocou trepacky
mikrotitracnych platniciek).

e Platnicku prikryte vieckom a inkubujte 120 minut pri teplote 37 °C alebo

inkubujte cez noc (12-18 hodin) pri teplote +2°C az +8 °C. Absorbancia aj
zaradenie su zhodné pre oba typy inkubacii.

Vzorky mlieka

e Pipetujte 100 ul Negativneho kontrolného séra do 2 jamiek (A1, B1).

e Pipetujte 100 ul Pozitivheho kontrolného séra limitného do 1 jamky (C1).

e Pipetujte 100 ul odtu¢neného mlieka do zvySnych jamiek (D1 — H12).

e Obsah jamiek dobkladne premiesajte (najlepSie pomocou trepacky
mikrotitrac¢nych platniciek).

e Platnic¢ku prikryte vieckom a inkubujte cez noc (12-18 hodin) pri teplote +2 °C az
+8 °C.

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

plnte po horny okraj. Na zaver dokladne vyklepte zvysky roztoku do nasiakavého
materialu.

3. Do vsetkych jamiek nadavkujte 100 pl konjugatu.
4. Platnicku prikryte vieckom a inkubujte 60 minut pri laboratdrnej teplote.

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

6. Do vsetkych jamiek nadavkujte 100 ul jednozlozkového substratu TMB-Complete.
Pozor na znecistenie — pozri kapitolu Technické pripomienky.
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7. Platni¢ku prikryte vieckom a inkubujte 15 minat pri laboratérnej teplote v tme.
Pozorne sledujte vyvoj modrého sfarbenia, najma vjamkach s pozitivnym
kontrolnym sérom.

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

9. 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, sposobenej napr. nizSou laboratérnou teplotou, je

mozné predizit inkubaciu so substratom aZ na 30 minut.
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9 Pracovna schéma

A
B
C
D
E
F
G
H
11 12
Vysetrenie séra
NKS 100 ul riedeného | NCS
PKS-L 100 pl riedeného
TV 1-x 100 ul riedeného testovaného séra
Vysetrenie mlieka
NKS 100 pl | NCS
PKS-L 100 pl
TV 1-x 100 pul testovanej vzorky mlieka
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10 Validita testu

Test je platny, ak:
Absorbancia Negativneho kontrolného séra je vacsia ako 0,750.

NCS | > 0,750

Absorbancia Pozitivneho kontrolného séra limitného je mensia ako 0,3-nasobok
absorbancie negativneho kontrolného séra.

PCS-L| <0,3x [NCS

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

11 Hodnotenie vysledkov

Vypocet percenta blokacie

Vydelte rozdiel priemernej absorbancie Negativneho kontrolného séra (NKS) a
absorbancie vysSetrovanej vzorky priemernou absorbanciou Negativneho
kontrolného séra (NKS).

(Priemerna absorbancie NKS— Absorbancie vzorky)
Percento blokacie = x 100 [%]
Priemerna absorbancie NKS

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

Tabul'ka 1 Interpretacie vysledkov vysetreni

Percento blokacie [%] Hodnotenie

mensi ako 45 negativny
45-50 hrani¢ny
vacsi ako 50 pozitivny

V pripade hrani¢ného vysledku sa odporuca zopakovat vySetrenie z nového odberu
krvi.
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12 Bezpecnost prace

Suprava je uréenad len na diagnostické ucely in vitro.

Séra, konjugat, riediaci roztok vzoriek a konjugatu a vSetky materidly 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 mnozstvom vlaznej vody a vyhladajte lekarsku
pomoc. Pri kontakte s odevom a pokozkou vyzlecte vSetko kontaminované
oblecenie. Pokozku oplachnite velkym mnozstvom vody a mydlom. Po postriekani
roztokom, ktory obsahuje sérum, pokozku dezinfikujte. Po nahodnom poziti
vyplachnite Usta pitnou vodou a vyhladajte lekarsku pomoc.

Likvidacia zvysSkov po vykonani testov

Vsetky pomodcky pouZité na vykonanie testu je nutné povaZzovat vzhladom na
kontakt s biologickym materidlom za potencidlne infekéné. Preto ich likvidujte
spolocne s biologickym odpadom.

Likvidacia supravy po exspiracii

Supravu rozoberte na jednotlivé komponenty a zlikvidujte ich ako biologicky
materidl. Obaly a zvySky obalov likvidujte ako triedeny odpad podla miestnych
predpisov.
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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 m6zu pochadzat z metodickych chyb, ako je najma:
e nedostatoCné premiesanie roztokov a vzoriek pred pouzitim

e zamena uzaverov flasticiek

e poutZitie rovnakej Spic¢ky pri pipetovani roznych 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
"

Katalégové cislo

<

Pocet testov

GMP

Spravna vyrobna prax
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Poznamky
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Schéma testu IBR-gB ELISA(192)

Krok  Symbol

Jednotlivé kroky testu

1 @

Sérum alebo plazma: Davkovanie Riediaceho roztoku vzorie

50 pl
Mlieko: Davkovanie Riediaceho roztoku vzoriek O pl

2 8

Sérum alebo plazma: Davkovanie kontrolnych sér 50 pl

Mlieko: Davkovanie kontrolnych sér 100 pl

Sérum alebo plazma: Davkovanie vzoriek 50 pl
Mlieko: Davkovanie vzoriek 100 pl

@

Inkubacia

Sérum alebo plazma:

e 120 minut pri teplote 37 °C

e ceznoc (12-18 hodin) pri teplote +2 °C az +8 °C
Mlieko:

e ceznoc (12-18 hodin) pri teplote +2 °C az +8 °C

Odsatie a premytie jamiek 4-krat

Davkovanie Konjugatu 100 pl

Inkubacia 60 minut pri laboratérnej teplote

Odsatie a premytie jamiek 4-krat

Davkovanie substratu (TMB-Complete) 100 pl

Inkubdcia 15 minut pri laboratdérnej teplote.

C I RN

Davkovanie Zastavovacieho roztoku 100 pl

Fotometrické meranie pri vinovej dizke 450 nm
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