[bookmark: General_information]Obecné informace
Virus bovinní virové diarhey (BVDV) vyvolává u skotu celou řadu fetálních a postnatálních poruch. U březích krav může infekce BVDV v určité fázi březosti (mezi 60 až 120 dny) vést k narození perzistentně infikovaných telat (PI), která jsou významnými přenašeči viru. Identifikace zvířat PI je proto základním předpokladem pro kontrolu infekce.
Tato sendvičová souprava ELISA je určena k detekci glykoproteinu E0 (Erns) virů odpovědných za BVD / slizniční onemocnění / hraniční onemocnění.
Lze ji použít na vzorky séra, plazmy, plné krve nebo ušních zářezů skotu, malých přežvýkavců nebo jiných vnímavých druhů. Testovat lze čerstvé nebo zmrazené vzorky.
[bookmark: Description_and_principle]Popis a princip
Mikrodestičky jsou potaženy monoklonální protilátkou cílenou proti glykoproteinu BVDV-E0.
Do mikrojamek se přidají testované vzorky a kontroly. Glykoproteiny BVDV-E0, pokud jsou přítomny, se detekují monoklonální protilátkou spolu s detekčním roztokem a poté konjugátem křenové peroxidázy (HRP).
Po odstranění přebytečného konjugátu promytím se přidá roztok substrátu (TMB).
Výsledné zbarvení se odvíjí od množství glykoproteinu E0 přítomného v testovaném vzorku:
· Bude-li glykoprotein E0 přítomen ve vzorku, bude mít roztok modrou barvu a po přidání stop roztoku se změní barva na žlutou.
· Nebude-li glykoprotein E0 přítomen, neproběhne žádná změna zbarvení.
Mikrodestička se odečítá při vlnové délce 450 nm.
Součásti soupravy

	Činidla*

	Mikrotitrační destička potažená monoklonální protilátkou proti glykoproteinu anti-BVDV-E0

	Pozitivní kontrola

	Negativní kontrola

	Eluční pufr pro ušní zářezy

	Ředicí pufr 13

	Detekční roztok (10x, zelený uzávěr)

	Koncentrovaný konjugát (10x, průhledný uzávěr)

	Ředicí pufr 12

	Koncentrovaný promývací roztok (20x)

	Roztok substrátu

	Stop roztok (0,5 M)


*Dodávané množství je uvedeno na štítku soupravy.
1. Konjugát, detekční roztok, kontroly a roztok substrátu musí být skladovány při teplotě 5 °C ( 3 °C).
2. Další činidla je možné skladovat při teplotách od +2 °C do +26 °C.
3. Podrobné podmínky pro skladování otevřených a/nebo zředěných složek naleznete na adrese:
www.innovative-diagnostics.com/storage-conditions.
4. Promývací a stop roztoky je možné použít na celou řadu výrobků ID.Vet. Substrátové roztoky a ředicí pufry se stejnými čísly šarží jsou zaměnitelné.
[bookmark: Materials_required_but_not_provided]Požadované materiály, které nejsou součástí sady
1. Jednoduché nebo vícekanálové mikropipety pro dávkování objemů 10 µl, 100 µl a 500 µl.
2. Jednorázové špičky.
3. Destilovaná nebo deionizovaná voda.
4. 96jamková mikrodestička
5. [bookmark: Kit_components]Ruční nebo automatický promývací systém.
6. Čtečka mikrodestiček s 96 jamkami.
[bookmark: Precautions]Bezpečnostní opatření
1. Nepipetujte 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. Stop roztok (kyselina 0,5 M) může být při požití škodlivý.
3. Nevystavujte roztok substrátu přímému světlu ani oxidačním činidlům.
4. Veškerý odpad se musí před likvidací řádně dekontaminovat. Odpad likvidujte podle místních právních předpisů. Podrobnější informace naleznete v bezpečnostním listu materiálu, který je dostupný na vyžádání na adrese info@innovative-diagnostics.com
5. Uchovávejte mimo dohled a dosah dětí.
[bookmark: Reagent_preparation]Příprava činidla
Vysoce výkonné laboratoře si mohou připravit hotový
detekční roztok 1x a konjugát 1x, při prvním použití soupravy:
· nalijte celý obsah detekčního roztoku 10x do lahvičky s ředicím pufrem 13,
· nalijte celý obsah koncentrovaného konjugátu 10x do lahvičky s ředicím pufrem 12,
· na lahvičku napište datum rekonstituce.
Detekční roztok 1x a konjugát 1x připravené k použití je možné skladovat při teplotě 5 °C  3 °C po dobu až 6 měsíců. Všimněte si, že zatímco koncentrace roztoků připravených k použití je ≈ 0,9x, výkon soupravy tím není ovlivněn. Další informace naleznete v souboru pro ověření testu, který je k dispozici na vyžádání na adrese info@innovative-diagnostics.com.
Příprava promývacího roztoku
V případě potřeby nechte koncentrovaný promývací roztok (20x) vytemperovat 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 odkazu: www.innovative-diagnostics.com/support/veterinary-diagnostics-support.
[bookmark: Sample_preparation]Příprava vzorku
[bookmark: For_all_sample_types]Pro všechny druhy vzorků
Aby se předešlo rozdílům v inkubačních dobách mezi vzorky, je možné připravit 96jamkovou mikrodestičku obsahující testované vzorky a kontroly před jejich přenesením na mikrodestičku ELISA pomocí vícekanálové pipety.
[bookmark: For_ear_notch_tissue_samples]Pro vzorky tkáně z ušních zářezů
Lze testovat čerstvé, vlhké nebo zmrazené (< -16 °C) vzorky tkáně z ušních zářezů o průměru 2–3 mm (např. vzorky z ušních zářezů odebrané z identifikačních štítků opatřených zařízením pro odběr vzorků z uší).
Vzorky z ušních zářezů mohou zůstat v odběrném zařízení, nebo mohou být přeneseny na 96jamkovou mikrotitrační destičku (např. hluboké jamky) k inkubaci.
1. Do tkáně z ušního zářezu přidejte 250 µl elučního pufru pro ušní zářezy a ujistěte se, že je vzorek zcela ponořený.
2. Aby se zabránilo odpařování, zakryjte každou zkumavku/destičku a inkubujte:
· po dobu 1 h až 8 h při 21 °C (± 5 °C), nebo
· po dobu 16 h (přes noc), nebo až 72 h (přes víkend) při 21 °C (± 5 °C), nebo při 5 °C (± 3 °C).
Eluáty lze skladovat společně s biopsií bez ztráty signálu maximálně 5 dní při teplotě 5 °C (± 3 °C).
3. Odeberte 50 µl eluátu pro testování*. Pro dlouhodobé skladování lze zbylý eluát vzorku tkáně ušního zářezu zmrazit (< -16 °C).
*Tento krok mohou usnadnit dlouhé a ultratenké hroty. Pro více informací nás kontaktujte.
[bookmark: Testing_procedure]Testovací postup
Před použitím nechte všechna reakční činidla 30 minut vytemperovat na pokojovou teplotu (21 °C  5 °C). Všechna činidla homogenizujte pomalým převrácením nebo kroužením.
[bookmark: Short_incubation]Krátká inkubace
1. Připravte detekční roztok 1x naředěním detekčního roztoku 10x v poměru 1:10 s ředicím pufrem 13.
2. Do všech jamek mikrodestičky ELISA přidejte 50 µl detekčního roztoku 1x.
3. Poté přidejte:
· 50 μl negativní kontroly do jamek A1 a B1,
· 50 μl pozitivní kontroly do jamek C1 a D1,
· 50 µl každého testovaného vzorku (séra, plazmy, plné krve nebo eluátu z ušního zářezu) do zbývajících jamek.
4. Zakryjte destičku, protřepejte ji třepačkou po dobu 1 minuty (při 500 otáčkách za minutu) a inkubujte 2 h ± 5 min při 37 °C (± 2 °C).
[bookmark: Overnight_incubation]Inkubace přes noc
1. Připravte detekční roztok 1x zředěním
detekčního roztoku 10x v poměru 1:10 v ředicím pufru 13.
2. Do všech jamek mikrodestičky ELISA přidejte 50 µl detekčního roztoku 1X.
Text příbalové informace součást dokumentace schválené rozhodnutím sp. zn. USKVBL/2126/2026/POD, č.j. USKVBL/4973/2026/REG-Gro ze dne 26.3.2026 o schválení veterinárního přípravku ID SCREEN BVDAGE0
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3. Poté přidejte:
· 20 μl negativní kontroly do jamek A1 a B1,
· 20 μl pozitivní kontroly do jamek C1 a D1,
· 50 µl každého testovaného vzorku (séra, plazmy, plné krve nebo eluátu z ušního zářezu) do zbývajících jamek.
4. Zakryjte destičku, protřepávejte ji v třepačce 1 minutu (při 500 otáčkách za minutu) a inkubujte 16–20 hodin při 21 °C ( 5 °C).
[bookmark: Common_steps_to_both_protocols]Společné kroky pro oba postupy
5. Připravte konjugát 1x zředěním koncentrovaného konjugátu 10x v poměru 1:10 v ředicím pufru 12.
6. Vyprázdněte jamky. Vypláchněte 5krát každou jamku alespoň 300 µl promývacího roztoku 1x. Dávejte pozor na to, aby jamky mezi jednotlivými promývacími kroky nevyschly. U vzorků plné krve proveďte 2 až 3 další promytí, abyste zajistili úplné odstranění veškerého zbytkového materiálu, než přejdete k dalšímu kroku.
7. Do každé jamky přidejte 100 µl konjugátu 1x.
8. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 30 min  3 min
při 21 °C ( 5 °C).
9. Vyprázdněte jamky. Vypláchněte 5krát každou jamku alespoň 300 µl promývacího roztoku 1x. Dávejte pozor na to, aby jamky mezi jednotlivými promývacími kroky nevyschly.
10. Do každé jamky přidejte 100 µl roztoku substrátu.
11. Zakryjte destičku a nechte inkubovat po dobu 15 min ± 2 min při 21 °C (± 5 °C) ve tmě.
12. Do každé jamky přidejte 100 µl stop roztoku ve stejném pořadí jako v kroku č. 10, abyste zastavili reakci.
13. Odečtěte a zaznamenejte hodnotu optické hustoty (O.D.) při 450 nm.
[bookmark: Validation]Kontrola:
Test je platný, pokud:
· průměrná hodnota pozitivního kontrolního vzorku O.D. (ODPC) překročí 0,350.
ODPC  >   0,350
· poměr průměrných hodnot O.D. pozitivní kontroly (ODPC) a negativní kontroly (ODNC) bude větší než 3.
  ODPC / ODNC > 3
[bookmark: Interpretation]Výpočet výsledků:
Pro každý vzorek vypočítejte procento S/P (S/P%)
ODVZOREK – ODNC
S/P % =                                      x 100
ODPC – ODNC
Vzorky představují S/P%:
· méně než 30 % se považuje za negativní,
· vyšší nebo rovnou 30 %, se považuje za pozitivní.

	Výsledek
	Stav

	S/P % <30 %
	NEGATIVNÍ

	S/P % ≥ 30 %
	POZITIVNÍ



Poznámka 1: U telat jakéhokoli věku lze interpretovat pozitivní výsledek. Anti-BVDV mateřské protilátky přijaté v mlezivu mohou interferovat s detekcí BVDV ve vzorcích séra, plazmy a plné krve a mohou vést k „falešně negativním“ výsledkům. Aby se vyloučila interference mateřských protilátek, měla by být telata testována před příjmem mleziva. Negativní výsledek u telat po příjmu mleziva lze potvrdit opětovným testováním ve stáří více než 30 dnů.
Pozitivní výsledky získané ze vzorků plné krve lze potvrdit použitím séra nebo plazmy téhož zvířete.
Společnost Innovative Diagnostics doporučuje seznámit se s předpisy ve vaší zemi.
Poznámka 2: Vzorky z ušních zářezů jsou méně vystaveny interferenci s mateřskými protilátkami než vzorky séra, plazmy nebo plné krve, což vede k extrémně nízké míře „falešně negativních“ výsledků.
V případě podezřelého výsledku se doporučuje odebrat další vzorek 7 až 14 dní po prvním odběru, aby se potvrdila přetrvávající infekce.
Poznámka 3: Eluční pufr pro ušní zářezy umožňuje jednotný protokol eluce ušních zářezů kompatibilní jak s testem ELISA ID Screen BVD E0 Antigen Capture, tak s testem PCR po purifikaci nukleové kyseliny, např. s použitím soupravy ID Gene Magfast Extraction Kit a následně soupravy ID Gene BVDV/BDV Triplex 2.0 Amplification Kit.
Poznámka 4: Program pro analýzu dat IDSoft je dostupný zdarma. Pro více informací nás kontaktujte na adrese: support.software@innovative-diagnostics.com.
Tento softwarový program dokáže vypočítat celou řadu parametrů (validační kritéria, hodnoty S/P nebo S/N, titry, věk vakcinace, skupiny) a nabízí grafické znázornění serologických profilů testovaných) zvířat.
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Záchytová ELISA pro detekci glykoproteinu E0 (Erns) viru BVDV ze vzorku séra, plazmy, plné krve nebo ušních zářezů skotu a všech ostatních vnímavých druhů zvířat.


Pro použití in vitro
Pouze pro profesionální použití 
Veterinární přípravek. Pouze pro zvířata.
192 testů, 480 testů, 960 testů

[bookmark: BVDAGE0_ver_0725_EN]
BVDAGE0 ver 0725 EN
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