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Kompetitivní ELISA pro detekci protilátek FMDV sérotypu O
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Screeningový test 

[bookmark: bookmark21]V případě semikvantitativních/kvantitativních testů postupujte podle protokolu 2/2

Pro použití in vitro
Pouze pro profesionální veterinární použití




Text návodu k použití součást dokumentace schválené rozhodnutím sp.zn. USKVBL/9800/2025/POD, č.j. USKVBL/12511/2025/REG-Gro ze dne 8.10.2025 o schválení veterinárního přípravku ID SCREEN FMDOC
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	Obecné informace

Tato diagnostická souprava je určena k detekci protilátek proti viru slintavky a kulhavky (FMDV) sérotypu O metodou kompetitivní ELISA.

Tato metoda je vhodná pro sérum nebo plazmu ovcí, koz, skotu, buvolů, jelenů a všech vnímavých druhů.

V tomto dokumentu popisujeme pokyny pro práci se screeningovým testem. Semikvantitativní/kvantitativní testy naleznete v příbalovém letáku „Protokol 2/2“.


[bookmark: bookmark1]Popis a princip

Mikrodestičky jsou potaženy neinfekčním antigenem FMDV typu O.

Do mikrojamek se přidají testované vzorky a kontroly. Protilátky anti-sérotypu 0, pokud budou přítomny, vytvoří sloučeninu antigen-protilátka, která maskuje epitopy viru.

Po promytí se do mikrojamek se přidá konjugát anti-sérotypu 0 křenové peroxidázy (HRP). Ten se naváže na zbývající volné epitopy a vytvoří sloučeninu antigen-konjugát-HRP.

Po promytí se k odstranění přebytečného konjugátu se přidá roztok substrátu (TMB).

Výsledné zbarvení se odvíjí od množství specifických protilátek přítomných v testovaném vzorku:

· V případě nepřítomnosti protilátek bude mít roztok modrou barvu a po přidání zastavovacího roztoku změní svou barvu na žlutou.
· V případě přítomnosti protilátek neproběhne žádná změna zbarvení.

Mikrodestička se odečítá při vlnové délce 450 nm.
	[bookmark: bookmark2]Součásti sady

	Reakční činidla

	Mikrodestičky potažené inaktivovaným antigenem FMDV sérotypu O

	Koncentrovaný konjugát (10X)

	Pozitivní kontrola

	Negativní kontrola

	Ředicí pufr 14

	Ředicí pufr 13

	Koncentrovaný promývací roztok (20X)

	Roztok substrátu

	Stop roztok


* Dávkovaná množství jsou uvedena na štítku soupravy.

1. Konjugát, kontroly a roztok substrátu se musí skladovat při teplotě 5 °C (± 3 °C).
2. Další reakční činidla je možné skladovat při teplotách od + 2 do + 26 °C.
3. Podrobné podmínky skladování otevřených anebo zředěných složek naleznete na adrese www.innovative-diaqnostics.com/storage-conditions
4. Promývací a zastavovací roztoky je možné aplikovat na celou řadu výrobků ID.Vet. Substrátové roztoky a ředicí pufry se stejnými čísly šarží jsou zaměnitelné.
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Biologická bezpečnost

Inovativní diagnostika zajišťuje, že všechny součásti iD ScreenFMD Type O Competition neobsahují žádné infekční agens:

· Antigen FMDV typu O nanesený na mikrodestičky je inaktivován podle protokolu popsaného v příručce OIE.
· Séra použitá pro pozitivní kontrolu pocházejí z očkovaných zvířat a byly ozářeny dávkou 32 Kgy.
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Požadované materiály, které nejsou součástí balení

1. Jednoduché nebo vícekanálové mikropipety pro dávkování objemů 10 µl, 100 µl a 500 µl.
2. Jednorázové špičky.
3. 96jamková mikrodestička.
4. Destilovaná nebo deionizovaná voda.
5. Ruční nebo automatický promývací systém.
6. Čtečka mikrodestiček s 96 jamkami.
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Bezpečnostní opatření

1. Nepracujte s pipetou ústy.
2. Obsahuje složky, které mohou být škodlivé pro kůži a oči a mohou způsobit senzibilizaci při styku s kůží. Vyvarujte se kontaktu s pokožkou a očima. Používejte ochranný laboratorní plášť, jednorázové rukavice a ochranné brýle. Zastavovací roztok (kyselina 0,5 M) může být při požití škodlivý.
3. Nevystavujte roztok substrátu ostrému světlu a oxidačním činidlům.
4. Veškerý odpad se musí před likvidací řádně dekontaminovat. Při likvidaci postupujte podle místních předpisů.
Podrobnější informace naleznete v bezpečnostním listu materiálu, který je dostupný na vyžádání na adrese info@innovative-diagnostics.com


[bookmark: bookmark6]Příprava vzorku

Aby se předešlo rozdílům v inkubačních dobách mezi vzorky, je možné připravit 96jamkovou mikrodestičku obsahující testované a kontrolní vzorky před jejich přenesením na mikrodestičku ELISA pomocí vícekanálové pipety.


[bookmark: bookmark7]Příprava promývacího roztoku

V případě potřeby nechte koncentrovaný promývací roztok (20X) ohřát na pokojovou teplotu (21 °C ± 5 °C) a důkladně promíchejte, abyste měli jistotu, že se celý rozpustí.

Promývací roztok (1X) připravte naředěním koncentrovaného promývacího roztoku (20X) v destilované/deionizované vodě v poměru 1:20.

Kvalita promývacího kroku může mít vliv na výsledky. Dbejte na to, aby byly jamky před promýváním zcela prázdné. Při použití automatické myčky je mimořádně důležité správně nastavit parametry přístroje (režim, typ sání, výška sání).

Další informace a „Průvodce promýváním ID.Vet jsou k dispozici na tomto odkazu: www.innovative-diagnostics.com/support/veterinary-diagnostics-support.
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Postup testování pro screeningový test

Před použitím nechte všechna reakční činidla 30 minut odstát na pokojovou teplotu (21 °C ± 5 °C). Všechna činidla homogenizujte převrácením obalu nebo rozvířením.

1. Na mikrodestičku ELISA přidejte:
· 50 µl ředicího pufru 14 do každé jamky.
· 20 µl pozitivního kontrolního vzorku do jamek A1 a B1
· 20 µl negativního kontrolního vzorku do jamek C1 a D1
· 20 µl každého vzorku určeného k otestování                      do zbývajících jamek.
2. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 45 min. ± 4 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C).
3. Vyprázdněte jamky. Vypláchněte 5krát každou jamku alespoň 300 µl promývacího roztoku 1X. Dávejte pozor na to, aby jamky mezi jednotlivými promývacími kroky nevyschly.
4. Připravte konjugát 1X zředěním koncentrovaného konjugátu 10X v poměru 1:10 v ředicím pufru 13.
5. Do každé jamky přidejte 100 µl konjugátu 1X.
6. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 30 min. ± 3 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C).
7. Vyprázdněte jamky. Vypláchněte 5krát každou jamku alespoň 300 µl promývacího roztoku 1X. Dávejte pozor na to, aby jamky mezi jednotlivými promývacími kroky nevyschly.
8. Do každé jamky přidejte 100 µl roztoku substrátu.
9. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 15 min. ± 2 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C) ve tmě.
10. Do každé jamky přidejte 100 µl zastavovacího roztoku ve stejném pořadí jako v kroku č. 8, abyste zastavili reakci.
11. Odečtěte a zaznamenejte hodnotu optické hustoty (O.D.) při vlnové délce 450 nm.








	
	Kontrola testu:

Test bude platný v případě, že:

· Průměrná hodnota negativního kontrolního vzorku O.D. (ODNC) je větší než 0,700.
[bookmark: bookmark10]
ODNC > 0,700

· Poměr průměrných hodnot O.D. pozitivního kontrolního vzorku (OD PC) a negativního kontrolního vzorku (OD NC) bude méně než 0,3.
[bookmark: bookmark11]
ODPC / ODNC < 0,3
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Vyhodnocení testu:

Pro každý vzorek vypočítejte hodnotu S/N (S/N%).

	S/N% =
	ODvzorek – ODPC
	x 100

	
	ODNC – ODPC
	





[bookmark: bookmark14]Výsledky se vyhodnocují následovně:
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Pro vzorky skotu, ovcí, koz a dalších druhů:


	VZORKY SKOTU, OVCÍ A KOZ

	Výsledek
	Stav

	S/N% ≤ 35 %
	POZITIVNÍ

	S/N% > 35 %
	NEGATIVNÍ



	










	[bookmark: bookmark16]Pro vzorky prasat:

	VZORKY PRASAT

	Výsledek
	Stav

	S/N% ≤ 50 %
	POZITIVNÍ

	S/N% > 50 %
	NEGATIVNÍ




Poznámka 1: Hranice pozitivity S/N% tohoto testu byla stanovena na 35 % pro vzorky skotu/ovcí/koz a na 50 % pro vzorky prasat. Nejistota měření použitelná pro test však závisí na samotné soupravě a na laboratoři, která ji provádí (*). Laboratoř se proto vyzývá, aby odhadla nejistotu měření v okolí mezní hodnoty. Vzorky s hodnotami S/N% zjištěnými v této oblasti nejistoty je třeba posuzovat odděleně a odlišit je od vzorků, u nichž byla s jistotou zjištěna pozitivita nebo negativita. Doporučuje se provádět tuto techniku ELISA v rámci systému zajištění kvality, a pokud možno v rámci akreditace ISO 17025.

(*)	Příručka WOAH pro suchozemská zvířata, kapitola 2.2.4. Nejistota měření, verze přijatá v květnu 2014 [konzultováno online dne 11. ledna 2024])."


Poznámka 2: Program pro analýzu dat IDSoft je dostupný zdarma. Pro více informací se na nás obraťte na adrese support.software@innovative-diagnostics.com 

Tento softwarový program dokáže vypočítat celou řadu parametrů (validační kritéria, hodnoty S/N nebo S/P, titry, věk vakcinace, skupiny) a nabízí grafické znázornění serologických profilů testovaných) zvířat.
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ID Screen FMDOC
(Type O Competition)


[image: ]


Kompetitivní ELISA pro detekci protilátek FMDV sérotypu O


Protokol 2/2:
Semikvantitativní/kvantitativní test

V případě screeningového testu postupujte podle protokolu 1/2

Pro použití in vitro
Pouze pro profesionální veterinární použití








	
	Obecné informace

Tato diagnostická souprava je určena k detekci protilátek proti viru slintavky a kulhavky (FMDV) sérotypu O metodou kompetitivní ELISA.

Tato metoda je vhodná pro sérum nebo plazmu skotu, ovcí, koz, skotu, prasat nebo jiných vnímavých druhů.

V tomto návodu popisujeme pokyny pro práci 
s kvantitativním/semikvantitativním testem.

Všechny následující části naleznete v kapitole ke screeningovému testu („Protokol 1/2“):
· Popis a princip
· Součásti sady
· Biologická bezpečnost
· Nezbytné materiály, které nejsou součástí soupravy
· Bezpečnostní opatření
· Příprava vzorku
· Příprava promývacího roztoku
[bookmark: bookmark33]

Pracovní postup
pro semikvantitativní/kvantitativní testy:

Před použitím nechte všechna reakční činidla 30 minut odstát na pokojovou teplotu (21 °C ± 5 °C). Všechna činidla homogenizujte převrácením obalu nebo rozvířením.

K provedení tohoto protokolu je třeba dodržovat speciální schémata distribuce vzorků:

· pro semikvantitativní test pomocí dvou ředění vzorku: Schéma 1 uspořádání mikrodestiček.
· pro kvantitativní test pomocí čtyři ředění vzorku: Schéma 2 uspořádání mikrodestiček.

5. Do všech jamek mikrodestičky ELISA přidejte 50 µl ředicího pufru 14.
6. Do jamek A1 a B1 přidejte 20 µl pozitivní kontroly (neředěné), abyste vytvořili PC1:3,5.
7. Do jamek C1 a D1 přidejte 20 µl negativní kontroly (neředěné), abyste vytvořili NC1:3,5.
8. Podle schématu 1 nebo 2 přidejte do jamek 20 µl testovaného vzorku (neředěného) v poměru 1:3,5. Promíchejte pomocí vícekanálové pipety nebo třepačky.
	



	9. Pomocí vícekanálové pipety přeneste 25 µl každého vzorku z prvního ředění do jamek pod ním (kontroly dále neřeďte) a v závislosti na zvoleném uspořádání mikrodestičky proveďte následná trojnásobná ředění buď 1 (1:10,5, Schéma 1), nebo 3 (1:10,5; 1:31,5 a 1:94,5, Schéma 2). Promíchejte pomocí vícekanálové pipety nebo třepačky. Při posledním ředění (řádky B, D, F a H pro schéma 1, řádky D a H pro schéma 2) odeberte z jamek 25 µl a vyhoďte je, aby byl zachován konečný objem 50 µl na jamku, aniž byste vyměnili špičky. Vyměňte špičky z jedné série sér za jiné.
10. Mikrodestičku jemně promíchejte třepačkou.
11. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 45 min. ± 4 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C).
12. Vyprázdněte jamky. Vypláchněte 5krát každou jamku alespoň 300 µl promývacího roztoku 1X. Dávejte pozor na to, aby jamky mezi jednotlivými promývacími kroky nevyschly.
13. Připravte konjugát 1X naředěním koncentrovaného konjugátu 10X v poměru 1:10 v ředicím pufru 13.
14. Do každé jamky přidejte 100 µl konjugátu 1X.
15. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 30 min. ± 3 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C).
16. Vyprázdněte jamky. Vypláchněte 5krát každou jamku alespoň 300 µl promývacího roztoku 1X. Dávejte pozor na to, aby jamky mezi jednotlivými promývacími kroky nevyschly.
17. Do každé jamky přidejte 100 µl roztoku substrátu.
18. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 15 min. ± 2 min. při teplotě 21 °C (± 5 °C) ve tmě.
19. Do každé jamky přidejte 100 µl zastavovacího roztoku ve stejném pořadí jako v kroku č. 13, abyste zastavili reakci.
20. Odečtěte a zaznamenejte hodnotu O.D. při vlnové délce 450 nm.

	
	
	
	

	
	
	
	









	
	Schéma umístění vzorků





Semikvantitativní test – Schéma 1:

Dvě ředění: 1:3,5   a   1:10,5
Jamky 1–46: Testovaný vzorek
NC1:3,5: 
Negativní kontrola zředěná v poměru 1:3,5
PC1:3,5: 
Pozitivní kontrola zředěná v poměru 1:3,5
	
	Rozložení mikrodestiček


Schéma 1 – Semikvantitativní test: Dvě ředění vzorku
	Ředění vzorku
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	1:3,5
	A
	PC1:3,5
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	1:10,5
	B
	PC1:3,5
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	1:3,5
	C
	NC1:3,5
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22

	1:10,5
	D
	NC1:3,5
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22

	1:3,5
	E
	23
	24
	25
	26
	27
	28
	29
	30
	31
	32
	33
	34

	1:10,5
	F
	23
	24
	25
	26
	27
	28
	29
	30
	31
	32
	33
	34

	1:3,5
	G
	35
	36
	37
	38
	39
	40
	41
	42
	43
	44
	45
	46

	1:10,5
	H
	35
	36
	37
	38
	39
	40
	41
	42
	43
	44
	45
	46




	
	
	

	
	
	










	
	Kvantitativní test – Schéma 2:

Čtyři ředění:
1:3,5;  1:10,5;  1:31,5  a  1:94,5
Jamky 1–23: Testovaný vzorek
NC1:3,5: 
Negativní kontrola zředěná v poměru 1:3,5
PC1:3,5: 
Pozitivní kontrola zředěná v poměru 1:3,5
	

Schéma 2 – Kvantitativní test: Čtyři ředění vzorku
	Ředění vzorku
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	1:3,5
	A
	PC1:3,5
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	1:10,5
	B
	PC1:3,5
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	1:31,5
	C
	NC1:3,5
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	1:94,5
	D
	NC1:3,5
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	1:3,5
	E
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23

	1:10,5
	F
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23

	1:31,5
	G
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23

	1:94,5
	H
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23




	
	
	

	
	
	

	
	
	








	
	Kontrola testu:

Test je platný v případě, že:

· Průměrná hodnota negativního kontrolního vzorku O.D. (ODNC) je větší než 0,700.

ODNC > 0,700

· Poměr středních hodnota pozitivní kontroly (ODPC) a negativní kontroly (ODNC) je menší než 0,3.

ODPC / ODNC < 0,3


Vyhodnocení testu:

Pro každý vzorek vypočítejte hodnotu S/N (S/N%).

	S/N% =
	ODvzorek – ODPC
	x 100

	
	ODNC – ODPC
	




Semikvantitativní test – Schéma 1:
1. Hodnota S/N% získaná pro první ředění (v poměru 1:3,5) se použije k interpretaci stavu vzorku podle kritérií pro interpretaci screeningového testu s připomínkou v tabulce níže.
2. Bude-li to nutné, hodnota S/N% získaná pro druhé ředění (v poměru 1:10,5) poskytuje údaj o hladině protilátek přítomných ve vzorku.
	
	[bookmark: bookmark39]Kvantitativní test – Schéma 2:
1. Hodnota S/N% získaná pro první ředění (v poměru 1:3,5) se použije k interpretaci stavu vzorku podle kritérií pro interpretaci screeningového testu.
2. V případě potřeby odpovídá titr koncového bodu pozitivního séra nejvyššímu ředění, které dává S/N%:
	
	· 35 % u skotu, ovcí a koz

	
	· 50 % u prasat




	Ředění séra
	Druh
	Výsledek
	Stav pro všechny druhy

	1 : x
	Skot, ovce, kozy
	S/N % = 35 %
	Titr = x

	
	Prasata
	S/N % = 50 %
	



Poznámka 1: Pokud se titr nachází mezi dvěma testovanými ředěními, vypočítá se koncový titr interpolací.

Pro usnadnění tohoto výpočtu je na vyžádání k dispozici matice v programu Excel.

Poznámka 2: Je-li hodnota S/N% daná ředěním 1:94,5 nižší než mezní hodnota a je považována za pozitivní, musí se čistý vzorek naředit v poměru 1:10 a znovu zpracovat podle kvantitativního protokolu (strana 2). Získaný titr je třeba vynásobit 10, aby se vypočítal konečný titr vzorku.

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	

	
	
	Protokol
	Ředění séra
	VZORKY SKOTU, OVCÍ A KOZ
	VZORKY PRASAT

	
	
	Výsledek
	Stav
	Výsledek
	Stav

	Screeningový test
	1:3,5
	S/N% ≤ 35 %
	POZITIVNÍ
	S/N% ≤ 50 %
	POZITIVNÍ

	
	
	S/N% > 35 %
	NEGATIVNÍ
	S/N% > 50 %
	NEGATIVNÍ

	Semi-
kvantitativní test
	1:3,5
a 1:10,5
	S/N% > 35 %
	NEGATIVNÍ
	S/N% > 50 %
	NEGATIVNÍ

	
	1:3,5
a 1:10,5
	S/N % ≤ 35 %
S/N % > 35 %
	NÍZKÁ POZITIVITA
	S/N % ≤ 50 %
S/N % > 50 %
	NÍZKÁ POZITIVITA

	
	1:3,5
a 1:10,5
	S/N % ≤ 35 %
	SILNÁ POZITIVITA
	S/N % ≤ 50 %
	SILNÁ POZITIVITA




	
	

	
	

	
	

	
	

	

	
	Pro usnadnění interpretace výsledků je na vyžádání k dispozici matice v programu Excel.
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