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1. Pouziti

CATTLETYPE® BHV1 gB je kompetitivni ELISA v mikrodestickovem formatu. Je urcena k detekci proti-
latek proti glykoproteinu B Bovinniho herpesviru 1 (BHV1) ve vzorcich séra, plasmy a mléka skotu.
Pokud se pouzije pro pripravu vzorku CATTLETYPE® MILK PREP, pak je moZno vySetfit i smésné vzor-
ky mleka (poolove) zahrnujici az 50 individualnich vzorku.

2. VVSeobecné informace

Bovinni herpesvirus 1 zplUscbuje onemocnéni Infekéni bovinni rhinotracheitis (IBR) a respiratorni one-
mocnéni projevujici se tracheitidou, rhinitidou a horeckou. Navic infekce BHV1 miZe byt pricinou In-
fekeéni pustularni vulvovaginitidy (IPV), balanopostitidy a abortu. Klinicke stadium onemocnéni Casto
prechazi v latentni infekci BHV1. Reaktivace viru miuZe byt pricinou rozsiteni infekce ve stadé. CATT-
LETYPE® BHV1 gB Ab ELISA umoziuje detekci protilatek proti BHV1 ze vzorkl séra, plasmy a mlgka
skotu infikovaneho BHV1 nebo vakcinovaného vakcinou obsahujicim glykoprotein B (gB).

3. Popis a princip testu

CATTLETYPE® BHV1 gB Ab je kompetitivni ELISA. Testovaci desticka je potazena inaktivovanym anti-
genem BHV1. Béhem inkubace vzorku se na antigen pevné navazi specifické protilatky proti BHV1,
nenavazany material je odstranén naslednym promyvacim krokem. Dale se prida HRP znatena speci-
ficka monoklonalni gB protilatka, ktera se nemuze navazat na BHV1 antigen, pokud byl jiz cbsazen v
predeslem kroku protilatkou ze vzorku. Nenavazany anti-gB-HRP konjugat je odstranén opétovnym
promyvanim. Rozvoj barevné reakce je zahajen pridanim substratoveho roztoku a je po 10 minutach
ukonéen. Opticka densita (0D) se méri na spektrofotometru. Hodnota blokovani (procentualni inhibice)
se vypoctita ze ziskanych hodnot OD testovaného vzorku a negativni kontroly, ktera neobsahuje zadnée
specificke BHV1 praotilatky.

Informace pro objednani :
CATTLETYPE® BHV1 gB Ab 5 x 96 testl kat.cislo 03-101/5

20 x 96 testu kat.Gislo 03-101 /20
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4. Reagencie

5 20+i
desti&- destickovy
kovy
W kit
kit
testovaci mikrotitracni desticky potazené s BHV1 antigenem 5 0
s 12 stripy po 8 jamkach
Testovaci mikrotitracni desticky potazené s BHV1 antigenem 0 o0
nedélené s 96 jamkami
koncentrovany vymyvaci roztok (10x) obsahujici Tween a kon- 3 x 1,0 litr
zervans 125
ml
redidlo vzorku obsahujici Tween a konzervans, pripravengé 30 125 ml
k pouziti ml
pozitivni kontrola (reagujici hoveézi serum s BHV1 v pufru se 3.5 2x3,5
stabilizatory bilkovin a konzervantem) ml ml
negativni kontrola (nereagujici hovézi serum s BHV1 v pufru 3,5 2x3,5
se stabilizatory bilkovin a konzervantem) il i
Anti-gB-HRP konjugat se znatenymi gB specifickymi monoklo- 60 240 ml
nalnimi protilatkami peroxidazou z kifenu se stabilizatory bilko- ml
vin a konzervantem pripravené k pouziti
Substratovy roztok TMB (tetramethylbenzidin) pripraveny 60 240 mi
k pouZiti ml
Stop roztok - 0,5ml kyselina sirova, pripravena k pouziti, ne- 60 240 ml
bezpetné! ml




9. PoZadovany material nutny k vySetieni, ktery neni soucasti soupravy

1. kadinky

2. odmerng valce

3.  analytickée pipety

4.  multikanalovée pipety

5.  jednorazove Spicky na mikropipety

6.  Zlabek pro nasavani roztokli do mikropipety

7. vicka (hlinikova nebo adhesivni folie pro zakryti testovavaci desticky)
8.  zarizeni pro davkavani a vysavani promyvaciho roztoku

9.  spektrofotometr pro mikrodesticky

10. destilovana voda.

6. Skladovani, opatifeni a varovani

Reagencie skladujte pri teploté +2°C az +8°C a tésné pred pouZzitim je preneste do pokojové teploty
(18°C az 25°C). Lahvicky s koncentrovanyn vymyvacim roztokem (10x - lahvicka 2) a Stop roztokem
(lahvicka 8) mohou byt skladovany pri pokojove teploté (18°C az 25°C). Promyvaci roztok (naredéeny
koncentrovany vymyvaci roztok) miuiZze byt skladovan maximalné 24 hod pri pokojové teploté (18°C az
25°C) nebo 1 tyden pri teploté +2°C az +8°C. Zbyvajici testovaci stripy skladujte do pristiho pouziti
opétovné zabalené do plastové folie s desikantem pri +2°C az +8°C. Testovaci stripy mohou byt skla-
dovany nejméné 6 tydnl po otevieni originalné zabalené testovaci desticky.

Testovani by mél provadet kvalifikovany personal pro praci v laboratori. Substratovy roztok TMB skla-
dujte ve tmé a nevystavujte ho béhem provadéni testovani intenzivnimu svétlu nebo sluneénimu zareni.
Jednaotlive reagencie testovaci soupravy nemohou byt kontaminovany nebo michany s komponenty ji-
nych Sarzi. NepouZivejte komponenty testovaci soupravy po uplynuti data exspirace.

Pro Fedéni koncentrovanegho vymyvaciho roztoku (10x) pouZivejte destilovanou nebo deionizovanou vo-
du. Pokud by pouzita voda nebyla dostatecné cistd mohlo by to interferovat analyzu. Doporucujeme
pouzit 2x destilovanou vodu nebo vysoce precisténou vodu (Milli-Q).

K zaru€eni presnych vysledki je absolutné zakladni dodrzet tento navod k pouZiti soupravy ELISA. Dale
je nutné pouzivat Cistou sklenénou aparaturu, pipetovat opatrné a dusledné promyvani beéhem testo-
vani. V neposledni Fadé striktné dodrZujte zachovani uvedenych inkubacnich €asu.

Stop roztok obsahuje 2,5% kyselinu sirovou — Pozor !

VSechny zbytky vzorkli a véci, které priSly do kontraktu se vzorky musi byt dekontaminovany nebo
s nimi musi byt zachazeno jako s potencialné infekénim materialem.
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/7. Navod k pouZiti

7.1. Priprava reagencii
Promyvaci raztok

Koncentrovany vymyvaci roztok (10x) ziedte 1 ku 10 s destilovanou vodou. Napr. pro jednu testovaci
desticku zredte 50 ml koncentrovangho vymyvaciho roztoku (10 x) ve 450 ml destilované vody a vi-
sledny promyvaci roztok fFadné promichejte.

Serum a plasma:

Sérum nebo plasmu mizete pouZit €erstve, chlazené nebo po predeSlem zamraZeni. Dejte pozor,
abyste meénili jednorazove Spicky pipet po kazdem vzorku!

Mieko:

Vzorky mleka musi byt pred testovanim odtucnény. Centrifugujte celé vzorky mleka po dobu 10 min
pri 3000 g pri 10°C nebo uskladnéte vzorky mleka pres noc pri +2 az +8°C. Pak odstrante smetanu.
Dejte pozor, abyste meénili jednorazove Spicky pipet po kazdem vzorku!

7.2. Postup testovani vzorkil séra a plasmy

1. VSechny reagencie pred pouzitim preneste do pokojové teploty 18 az 25°C a jemné je promichejte
virenim.
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Schéma 1 - rozdélenf vzorkil a kontrol na mikrodesticku - testovaci protokol

Doporucena Sablona pro CATTLETYPE® BHV1 gB Ab ELISA

NC = negativni kontrola
PC = pozitivni kontrola
A N .
c S1 = vzorek €. 1
S2 = vzorek €. 2
B N S S3 =
C
C P
D P
E S S
1 9
F S
2
G S
H S
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1 1

NC - negativni kontrola

PC - pozitivni kontrola

51, 52... vzorek 1, vzorek 2.,.....

2. Rozplnte 50 ul rediciho roztoku pripravengho k pouziti do testovacich jamek.

3. Pridejte 50 pl negativni a pozitivni kontroly podle doporucengho schématu 1 duplicitné do pi-
slusnych jamek a zamichejte.

4.  Pridejte 50 pl vzorkl do zbyvajicich jamek a zamichejte. Opatrné prikryjte testovaci desticku.

S Inkubujte po dobu 2 hod pri pokojové teploté nebo pres noc a pak vyprazdnéte jamky aspiraci
nebo vyklepanim.

6. Vymyjte kaZdou jamku Skrat s 300 pl pripravengého promyvaciho roztoku. Odstrafte pufr po
kazdem vymyti.
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7.  Pridejte 100 ul znaceného anti-gB-HRP konjugatu pripravengho k pouziti do kazde jamky.

8. Inkubujte po dobu 60 min pri pokojove teploté a ihned vyprazdnéte jamky aspiraci nebo vyklepa-
nim.

9.  Vymyjte kazdou jamku 5krat s 300 pl pripravengho promyvaciho roztoku. Odstrante pufr po
kazdem vymyti.

10. Pridejte 100 pl substratoveho roztoku TMB do kazdé jamky.

11. Inkubujte po dobu 10 min pri pokojové teploté ve tmé. Zacnéte mérit €as inkubace ihned po na-
plnéni prvni jamky.

12. Zastavte reakci pfidanim 100 pul Stop roztoku do kazdé jamky. Stop roztok na jamku pridavejte
ve stejnem poradi jako byl pridavan substratovy roztok TMB.

13. Zmérte hodnotu optické density (OD) ve spektrofotometru prfi 450 nm ihned nebo do 20 min po
zastaveni reakce. Fakultativné je mozno mérit i pri vinove délce 620-650 nm.

7.3. Postup pri vySetifeni vzorkl mléeka

VSechny reagencie pred pouzitim preneste do pokojové teploty 18 az 25°C a jemné je promichejte
virenim.
1 Rozdéleni vzorkl a kontrol na mikrodesticku - testovaci protokol viz doporuéené schéma 1

2. Rozplite 100 pl negativni a pozitivni kontroly podle doporu€engho schéematu duplicitné do pri-
slusnych jamek a zamichejte

3. Pridejte 100 pl odtuénénych vzorkll mleka do zbyvajicich jamek a zamichejte. Opatrné prikryjte
testovaci desticku.

4. Inkubuijte pres noc pri pokojove teploté a pak vyprazdnéte jamky aspiraci nebo vyklepanim.

5.  Vymyjte kazdou jamku Skrat s 300 pl pripraveneho promyvaciho roztoku. Odstrante pufr po
kazdem vymyti.

6. Pridejte 100 ul znaceného anti-gB-HRP konjugatu pripravengho k pouziti do kazde jamky

7. Inkubujte po dobu B0 min pri pokojové teploté a ihned poté vyprazdnéte jamky aspiraci nebo vy-
klepanim.

8. Vymyjte kaZdou jamku Skrat s 300 pl pripraveneho promyvaciho roztoku. Odstrante pufr po
kazdem vymyti.

9.  Pridejte 100 ul substratoveho roztoku TMB do kazdé jamky.

10. Inkubujte po dobu 10 min pFi pokojove teploté ve tmé. Zacnéte mérit Eas inkubace ihned po na-
plnéni prvni jamky.




11. Zastavte reakci pridanim 100 pl Stop roztoku do kazdé jamky. Stop roztok na jamku pridavejte
ve stejnem poradi jako byl pridavan substratovy roztok TMB.

12. Zmeérte hodnotu optické density (0OD]) ve spektrofotometru pri 450 nm ihned nebo do 20 min po
zastaveni reakce. Fakultativné je mozno mérit i pri vinové délce 620-650 nm.

8. Validacni kriteria

Vysledek miiZe byt povazovan za hodnovérny jestliZze jsou ziskana nasledujici kritéria :

o Primér negativnich kontrol ma minimalni hodnotu OD 450 2 0,75
Prumer a
negativnich o L o kontrol
ma minimalni procentualni inhibice praméru pozitivnich kontrol = 80% MR
0D 450 = 0,75

a

procentualni inhibice pruméru pozitivnich kontrol = 80%

V pripadg, Ze test neni validni, pak by mél byt zopakovan po dukladnem prohlednuti navodu k pouZiti.

9. Kalkulace

1. Spotitejte prumérnou hodnotu (MV) namérenych OD negativnich kontrol (NC) a pozitivnich kontrol
(PC).

2. Procentualni inhibici vypotitate podle nasledujci rovnice:
Prumér ODnc — ODvzorku

Procento inhibice = x 100

Prumér ODnc

10. Interpretace

¢ pro vzorky s 2 hodinovou inkubaci

o Vzorky s procentualni inhibici nizSi nez 45% jsou negativni. Nejsou detekovany zadné specificke
protilatky proti BHV1

e Vzorky s procentualni inhibici vy§&i nebo rovno 45% a nizsi neZz 55% jsou povaZovany jako podezie-
le. Doporucujeme re-testovani podezrelych zvirat.




e Séra s procentualni inhibici vy§Si nebo rovno 55% jsou pozitivni. Byly detekovany specifické protilatky
proti BHV1

e pro vzorky s inkubaci pfes noc

. Vzorky s procentualni inhibici nizs&i nez 55% jsou negativni. Nejsou detekovany Zadné specificke
protilatky proti BHV

® Vzorky s procentualni inhibici vy§Si nebo rovno 55% a nizSi nez B5% jsou povaZovany jako podezre-
|e. Doporucujeme re-testovani podezrelych zvirat.

o Sera s procentualni inhibici vyS8i nebo rovno 65% jsou pozitivni. Byly detekovany specifické pro-
tilatky proti BHV1

11. Likvidace soupravy

1)0patieni pfi nahodném uniku

Soupravy jsou adjustovany a baleny zpuisobem, ktery neumozhuje nahodny Unik kapalin ve vétSim roz-
sahu. V pripadé rozliti nebo netésnosti nékteré lahvicky muze dojit k lokalnimu Gniku roztoku. V tako-
vém pripadé uniklou kapalinu zasypte savym materialem (piliny, perlit a pod.) Po odsati kapaliny od-
strafnte savy material a misto oplachnéte proudem vody. Zabrante kontaktu s kiizi a o€ima - pouzivejte
osobni ochranné pracovni prostredky (gumové rukavice).

2)Vlastni likvidace diagnostické soupravy

A)Dezinfekce €erstvé pripravenym 5% roztokem sodium hypochloridu po dobu 60 minut
nebo

B)Parni sterilizace pri 120°C po dobu min 60 minut
nebo

C)Spalenim ve spalovné biologickych odpadu.

Kazde zneskodnéni odpadl musi probihat v souladu s vnitrostatni i mistni legislativou resp. adminis-
trativnimi opatfenimi.

Zplisob zneskodnéni kontaminovaného obalu:

Postupujte podle zakona 125/1997 Sb. o odpadech v pozdgjSim znéni a jeho provadécich predpisu.




