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WSTEP

Wscieklizna jest Smiertelng chorobg wirusowa, wystepujgcg u ludzi i zwierzat. Choroba ta
jest spowodowana przez silnie-neurotropowego wirusa wscieklizny. Wirus jest najczesciej
przekazywany przez bliski kontakt z zakazong sling wsciektych zwierzat, poprzez ugryzienia
lub zadrapania, a nastepnie przez $ciezke nerwowg do CUN powodujgc encefalopatie i
ostatecznie Smierc.

Udomowione i dzikie zwierzeta miesozerne nalezg do najbardziej zainfekowanych. Do
zwalczania wscieklizny u dzikich zwierzgt miesozernych stosuje sie doustne szczepienia w
wielu krajach. Do oceny skutecznosci immunizacji doustnej w szczepionej populacji stosuje
sie m.in. metode seroprewalenciji.

Zestaw BioPro ELISA Ab do badan w kierunku wscieklizny zostat zaprojektowany do
wykrywania przeciwciat wscieklizny u zwierzat migsozernych udomowionych i dzikich, i
zostat zwalidowany na probkach surowicy liséw i psow. Zalecamy uzywac tego testu ELISA
do wykrywania przeciwciat wscieklizny u liséw. Metoda ta jest szybka i prosta w poréwnaniu
z metodami tzw. "ztotego standardu": takimi jak FAVN lub RFFIT, jest wygodniejsza,
poniewaz bardzo czesto jako$¢ probek surowicy lisiej moze by¢ obnizona przez
zanieczyszczenia bakteryjne lub autolize.

ZASADA DZIALANIA TESTU

Studzienki mikroptytek powleczone sg antygenem wscieklizny. Rozcienczone probki inkubuje
sie w studzienkach. Po przemyciu studzienek dodaje sie biotynylowane przeciwciata przeciw
wsciekliznie do studzienek. Jesli badana prébka zawiera specyficzne przeciwciata przeciwko
wsciekliznie, te blokujg wigzanie biotynylowanych przeciwciat przeciwko wsciekliznie
z antygenami wscieklizny w studzienkach. Jesli badana prébka nie zawiera specyficznych
przeciwciat przeciwko wsciekliznie, biotynylowane przeciwciata przeciwko wsciekliznie
tworzg kompleks: antygenu i biotynylowanego przeciwciata. Po przemywaniu studzienek
dodaje sie koniugatu: peroksydazy-streptawidyny. Z peroksydazg-streptawidyny zwigze sie
kompleks antygen-biotynylowane przeciwciato. Po kolejnym przemywaniu dodaje sie
substratu  (TMB) do studzienek, tworzac niebieski zwigzek, ktéry staje sie zoétty po
zatrzymaniu reakciji. Intensywnosc¢ zabarwienia jest mierzona przy 450 nm a zmniejszenie
intensywnoséci koloru w poréwnaniu z kontrolg negatywng jest proporcjonalne do ilosci
przeciwciat blokujgcych w badanej probce.
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ODCZYNNIKI

Zestaw powinien by¢ sktadowany w suchym i ciemnym miejscu w temperaturze 2-8°C.

Optaszczone mikroptytki

Dodatnia surowica kontrolna wscieklizny

Ujemna surowica kontrolna wscieklizny

Surowica kontrolna wscieklizny 1
Surowica kontrolna wscieklizny 2

Surowica kontrolna wscieklizny 3

Roztwor do rozcienczen prébek (gotowy do uzycia)
Roztwor do rozcienczen biotynylowanego
przeciwciata (gotowy o uzycia)

Biotinylowane przeciwciato przeciw wsciekliznie
(100x stezone)

Roztwdr do rozcienczen peroksydazy-streptawidyny
(gotowy do uzycia)

Koniugat peroksydazy-streptawidiny (100x stezony)

Substrat TMB (gotowy do uzycia)

Roztwor zatrzymujgcy reakcje; 0,5M H,SO4 (gotowy
do uzycia)

Roztwor ptuczacy (10x stezony)

Folie przylepne

2 x 96 podziel. Mikroptytki
1 fiolka (0,6 ml), czerwona
zatyczka

1 fiolka (0,6 ml), niebieska

zatyczka
1 fiolka (0,3 ml), czarna zatyczka
1 fiolka (0,3 ml), biata zatyczka

1 fiolka (0,3 ml), przezroczysta

zatyczka
1 butelka (15 ml)

1 butelka (30 ml)

1 fiolka (0,3 ml), z6tta zatyczka

1 butelka (30 ml)

1 fiolka (0,3 ml), zielona zatyczka

1 butelka (30 ml)

1 butelka (15 ml)

1 butelka (250 ml)

6 folii

MATERIALY WYMAGANE ALE NIE WCHODZACE W SKLAD ZESTAWU
¢ Mikropipety precyzyjne i wielokanatowe mikropipety dla objetosci od 10 do 1000 pl

e Jednorazowe koncéwki do pipet 10-1000 p |

e Reczny lub automatyczny system do mycia mikroptytki

o Czytnik mikroptytek, filtr 450 nm

o Vortex, wytrzgsarka orbitalna

e Inkubator (37£2°C )

e Kolba pomiarowa (50-1000 ml)

e Probowki do wirdwki

e Woda destylowana lub dejonizowana

M288.02-0910 POL
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ZASADY STOSOWANIA

e Przechowywa¢ wszystkie odczynniki w temperaturze 2-8°C .

o Wszystkie odczynniki zestawu przed uzyciem muszg by¢ pozostawione do czasu
osiggniecia temperatury pokojowej (18-25°C), z wyjatkiem biotynylowanego
przeciwciata i streptawidyny-peroksydazy.

o Kazdy materiat bedgcy w kontakcie z prébkami oraz odczynnikami moze stanowic
zagrozenie zakazne.

e Unika¢ kontaktu substratu TMB ze skorg, btonami sluzowymi i oczami.

¢ Nosi¢ jednorazowe rekawice ochronne przy stycznos$ci z prébkami i odczynnikami.

¢ Nie pipetowac ustami.

o Uzywac nowych koncowek do pipet do kazdej badanej prébki.

e Nie uzywacC odczynnikdw po uptywie daty waznosci i nie miesza¢ odczynnikéw z
réznych partii.

e Substancja zatrzymujgca reakcje zawiera roztwor kwasu (0,5 M H2S04), ktéry moze
spowodowa¢ powazne oparzenia. W przypadku kontaktu z oczami i skorg,
natychmiast przemy¢ duzg iloscig wody i zasiegnha¢ porady lekarza.

o Destylowana lub dejonizowana woda dobrej jakosci powina byé stosowana do
przygotowania roztworu do ptukania.

o Nalezy unika¢ tworzenia sie pecherzykéw piany poprzez ostroznne pipetowanie i
przemywanie.

o W trakcie procedury testowej mikroptytki nigdy nie powinny ulec wysuszeniu. Jesli
badanie zostato przerwane z jakichkolwiek powodow wtedy nalezy zostawic
studzienki mikroptytki wypetnione roztworem do ptukania.

e Chron substrat TMB od bezposredniego dziatania swiatta i utleniaczy. Uzywa;j tylko
czystego szkta laboratoryjnego lub tworzyw sztucznych do substratu TMB. Nie
uzywaj substratu TMB jesli wida¢ kolor niebieski przed pipetowaniem do studzienek.

o Przed wyrzuceniem wszystkie uzyte materiaty i akcesoria jednorazowego uzytku
powinny zosta¢ odkazone przez zanurzenie na co najmniej 1 godzine w Swiezo
przygotowanym 5% podchlorynie sodu, lub w autoklawie w temperaturze 121+2°C
przez minimum 30+1 minut.

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW
PRZYGOTOWANIE MIKROPLYTEK

Mikroptytki nalezy pozostawi¢ do osiggniecia temperatury pokojowej (18-25°C) przed
uzyciem. Otwarte niewykorzystane paski mogg by¢ przechowywane w zamknietej
plastikowej torbie z pochfaniaczem wilgoci w temperaturze 2-8°C , w ciemnosci nie dtuzej niz
jeden miesigc.

ROZTWOR PLUCZACY

Stezony roztwér ptuczacy (10x) nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej przed
uzyciem. W temperaturze 2-8°C mogg tworzy¢ sie krysztaly, co zniknie w temperaturze
pokojowej (18-25°C ). Jesli nie znikaja, roztwdr powinien byé pozostawiony w temperaturze
pokojowej przez diuzszy czas lub mozna ogrza¢ roztwér do 3712°C i ostroznie wytrzgsaé az
wszystkie krysztaty rozpuszczg sie.
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Aby przygotowac roztwor ptuczgcy zmiesza¢ 1 objetos¢ stezonego roztworu do ptukania
(10x) z 9 objetosci wody destylowanej (np. 50 ml stezonego roztworu do ptukania (10x),
dodac¢ do 450 ml wody destylowanej).

BIOTYNYLOWANE PRZECIWCIALO PRZECIWKO WSCIEKLIZNIE

Rozcienczy¢ stezony roztwoér biotynylowanego przeciwciata przeciwko wsciekliznie 1/100 w
roztworze do rozciehczen dla biotynylowanego przeciwciata. (np. ilos¢ potrzebna dla jednej
mikroptytki odpowiada mieszance 110 ul skoncentrowanego biotynylowanego przeciwciata
przeciwko wsciekliznie i 11 ml roztworu do rozciehczen dla biotynylowanego przeciwciata).

Przed przystgpieniem do przygotowania roztworu roboczego, stezone biotynylowane
przeciwciato przeciwko wsciekliznie musi by¢é zworteksowane.

Przygotowany roztwor roboczy przeciwciata nalezy wykorzysta¢ w ciggu 8 godzin!

KONIUGAT PEROKSYDAZA-STREPTAWIDYNY

Rozcienczy¢ stezony koniugat peroksydazay-streptawidyny 1/100 w roztworze do
rozcienczen koniugatu peroksydazy-streptawidiny (np. ilo$¢ potrzebna na jedng mikroptytke
odpowiada mieszance 110 pul zatezonej biotynylowanej peroksydazy-streptawidyny i 11 ml
roztworu do rozcienczen dla koniugatu peroksydazy-streptawidiny).

Przed przystgpieniem do przygotowania roztworu roboczego, zageszczona peroksydaza-
streptawidyny musi by¢ zworteksowana.

Przygotowany roztwdr roboczy koniugatu peroksydazy-streptawidiny musi zostac
wykorzystany w ciggu 8 godzin!

PRZYGOTOWANIE PROBEK

Badane prébki surowicy nalezy rozcienczy¢ 1/2 w roztworze do rozcienczania probek (np. 60
pu |1+ 60 p 1) na osobnej mikroptytce do rozcienczen lub w probéwkach. Kontrola dodatnia
surowicy, kontrola ujemna surowicy, surowice kontrolne muszg by¢ rozcienczane w taki sam
sposob jak prébki surowicy.

Uwaga:

1. Jako mikroptytke do rozcienczeh mozna stosowaé dowolng mikroptytke niewigzaca
biatek,

2. Jest réwniez mozliwe aby rozciehncza¢ kontrole i prébki surowicy bezposrednio w
mikroptytce. Odpipetowa¢ 50 pl roztworu do rozcienczen probkek w studzienki, a
nastepnie doda¢ 50 p | kontroli dodatniej surowicy, kontrola ujemna surowicy i surowice
kontrolne do celowych studzienek. Nastepnie odpipetowaé 50 ul prébek surowicy do
pozostatych studzienek.
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PROCEDURA BADANIA

1.

INKUBACJA SUROWICE BADYCH ORAZ KONTROLNYCH

Uwaga: Wszystkie surowice kontrolne nalezy zworteksowac przed pipetowaniem.

2.

1.1. Wpipetowac 100 pl rozcienczonej kontroli dodatniej surowicy do studzienek A1 i B1.

1.2. Wpipetowaé 100 ul surowicy rozcienczonej kontroli negatywnej do studzienek A2 i
B2.

1.3. Wpipetowaé¢ 100 pul rozcienczonej surowicy kontrolnej 1 do studzienki C1.

1.4. Wpipetowaé 100 ul rozcienczonej surowicy kontrolnej 2 do studzienki D1.

1.5. Wpipetowac 100 pul rozcienczonejsurowicy kontrolnej 3 do studzienki E1.

1.6. Wpipetowac 100 pl rozcienczonych probek surowicy do pozostatych studzienek.

1.7. Przykry¢ plytke samoprzylepng folig i inkubowac¢ przez noc (18 - 24 godzin) w
temperaturze 2-8°C , delikatnie wytrzgsajgc na wytrzgsarce orbitalnej.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12

A PC | NC |10

B PC | NC | 11

Cc CS1 | 4 12

D CS2 | 5 13

E CS3 | 6
F 1 7
G 2 8
H 3 9

INKUBACJA Z BIOTYNYLOWANYM PRZECIWCIALEM PRZECIWKO
WSCIEKLIZNIE

2.1. Usung¢ folie z ptytki, oprézni¢ zawartosci mikroptytki i przemy¢ 6 razy roztworem do
ptukania. Po ostatnim etapie ptukania uderza¢ mikroptytkg mocno o papierowy
recznik.

2.2. Wpipetowa¢ rozciehczone biotynylowane przeciwciato przeciwko wsciekliznie w
ilosci 100 pl na studzienke.

2.3. Przykry¢ plytke samoprzylepng folig i inkubowa¢ przez 30+1 minut w temperaturze
3712°C delikatnie wstrzgsajgc na wytrzgsarce orbitalnej.

INKUBACJA Z KONIUGATEM PEROKSYDAZY-STREPTAWIDINY

3.1. Zdjg¢ folie z mikroptytki, oprézni¢ jej zawartos¢ i przemy¢ 4 razy roztworem do
ptukania. Po ostatnim etapie ptukania uderza¢ mikroptytkg mocno o papierowy
recznik.

3.2. Wpipetowac rozcienczony koniugat w ilosci 100 pl w studzienki.
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4.

3.3. Przykry¢ plytke samoprzylepng folig i inkubowa¢ przez 30+1 minut w temperaturze
37+2°C z delikatnie wstrzgsajgc na wytrzgsarce orbitalnej.

INKUBACJA Z SUBSTRATEM TMB

4.1.usung¢ folie z mikroptytki, oprézni¢ jej zawartos$¢ i przemy¢ jg 4 razy roztworem do
ptukania. Po ostatnim etapie ptukania uderza¢ mikroptytkg mocno o papierowy
recznik.

4.2. Wpipetowac¢ 100 ul gotowego do uzycia substratu TMB w ilosci 100 ul w studzienki.

4.3.Inkubowaé¢ ptytke 15-30 minut w temperaturze pokojowej (18-25°C ) delikatnie
wstrzgsajgc na wytrzgsarce orbitalnej, z dala od promieni stonecznych.

Uwaga: W przypadku gdy brak wytrzgsarki obrotowej podczas inkubacji i wszystkie
inkubacje wykonano bez wytrzgsania, proponujemy przedtuzy¢ inkubacje mikroptytki z
substratem TMB o co najmniej 20 minut.

5.

ZATRZYMANIE REAKCJI
5.1. Wpipetowa¢ 50 pl roztworu zatrzymujgcego reakcje w kazdg studzienke.

ODCZYT
6.1 Odczyt gestosci optycznej (OD) przy dtugosci fali 450 nm.

KRYTERIA WALIDACYJNE

¢ OD ujemnej surowicy kontrolnej musi by¢ wyzszy niz 1,0.

e Réznica miedzy srednimi OD negatywnej i pozytywnej surowicy kontrolnej musi byé
réwna lub wyzsza niz 0,8.

Jesli kryteria walidacyjne nie sg spetnione, wyniki badan tej konkretnej mikroptytki

s hiewazne, a badania nalezy powtérzy¢.

7.1 PANEL SUROPWIC KONTROLNYCH:

Suropwice kontrolne nalezy stosowac jako pomoc dla uzytkownika testu, aby zapewnic, ze
test dziata w optymalnych warunkach. Je$li kryteria wymienione ponizej nie sg osiggalne,
prosimy o kontakt z producentem.

Procent blokowania dla surowicy kontrolnej 1 powinien wynosi¢ od 45% do 70%.
Procent blokowania dla surowicy kontrolnej 2 powinien wynosi¢ od 25% do 45%.
Procent blokowania dla surowicy kontrolnej 3 powinien wynosi¢ mniej niz 30%.

7.2 INTERPRETACJA:
Oblicz procent blokowania (PB) dla kazdej probeki:

oD NC — oD probki
PB% = x 100
OD nc — OD pc

e prébki surowicy z PB nizszym niz 40% uwaza sie za negatywne dla przeciwciat
wscieklizny.

e prébki surowicy z PB réwnym lub wyzszej niz 40% uwaza sie za pozytywne dla
przeciwciat wscieklizny.

e prébki surowicy z PB réwnym lub wyzszy niz 70% uwaza sie za probki surowicy z
poziomem przeciwciat rownym lub wyzszym 0,5 IU/ml w oparciu o test FAVN.
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Uwaga: W celu oceny skutecznosci doustnego szczepienia zaleca sie stosowanie pierwszej
pozytywnej linii odciecia (PB réwna lub wyzsza niz 40%). Nie zaleca sie stosowania drugiej

pozytywnej linii odcieicia (PB réwna lub wyzsza niz 70%) do interpretaciji wynikéw préobek
surowicy lisiej, poniewaz wiekszos¢ probek surowicy lisiej stanowig ptyny ustrojowe z
nieznanym wspotczynnikiem rozciehczenia, co czyni prawie niemozliwym okreslenie

doktadnego poziomu ochrony.

ScHEMAT PROCEDURY TESTU

1. Rozcienczyc¢ surowice kontrolne i probki surowicy.
1.1. Wpipetowac po 100 pl rozcienczonej surowicy kontroli dodatniej do studzienek A1 i
B1.
1.2. Wpipetowac po 100 ul rozcienczonej surowicy kontroli negatywnej do studzienek A2
i B2.
1.3. Wpipetowaé po 100 ul rozcienczonych surowic kontrolnych do studzienek A3-A5.1.4
1.4. Wpipetowac po 100 pul rozcienczonych probek surowic do pozostatych studzienek.
1.5. Inkubowac¢ przez noc w temperaturze 2-8°C , lekko wstrzgsajac.
2. Przygotowac biotynylowane przeciwciato przeciwko wsciekliznie.
2.1. Przemy¢ mikroptytke 6x.
2.2. Wpipetowa¢ 100 pl rozciehczonego 1/100 biotynylowanego przeciwciata przeciw
wsciekliznie do wszystkich studzienek.
2.3. Inkubowaé 30+1 minut w temperaturze 37°C , delikatnie wytrzgsac.
3. Przygotowaé koniugat peroksydaze-streptawidyny.
3.1. Przeptukac ptytki 4x.
3.2. Wpipetowa¢ 100 pl rozcienczonego 1/100 koniugatu peroksydazy-streptawidyny z
do wszystkich studzienek.
3.3. Inkubowaé 30+1 minut w temperaturze 37°C , delikatnie wytrzgsac.
4. TMB
4.1. Umy¢ ptytki 4x
4.2. Wpipetowac¢ 100 ul substratu TMB do kazdej studzienki.
4.3. Inkubowa¢ 15-30 minut w temperaturze pokojowej (18-25°C ), delikatnie wytrzgsac.
5. Zatrzymacd reakcje dodajgc 50 ul roztworu zatrzymujgcego reakcje.
Odczyt wartosci absorbancji (OD) przy 450 nm.
7. Kryteria walidacyjne
7.1. Uwzgledni¢ kryteria walidacyjne.
7.2. Interpretowac wyniki.

o
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Ul. Wieruszowska 12-16, 60 — 166 Poznari, Polska
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M288.02-0910 POL strona 9



olro ZALACZNIK NR 1 — BioPro Rabies ELISA Ab kit , wersja 1.1

ZALACZNIK NR 1 do zestawu BioPro ELISA Ab do badan w kierunku wscieklizny
— Instrukcja uzytkowania, wersja 1.1

Data: 10.12.2013

Na podstawie informacji zwrotnej od uzytkownikow zdecydowaliSmy sie dodac
nastepujgce informacje dotyczace instrukcji uzytkowania zestawu BioPro ELISA Ab do
badan w kierunku wscieklizny:

1. NIEWYSTARCZAJACA ILOSC PROBKI

W przypadku niewystarczajgcej ilosci surowicy (mniej niz 50ul) nalezy rozcienczyé
prébke surowicy przy uzyciu PBS do objetosci 50ul (na przyktad: do 30 ul surowicy
doda¢ 20 ul PBS). Probke nalezy oznaczy¢ jako rozcienczong inastepnie
postepowac zgodnie z instrukcja, krok 1.

2. POZYSKANIE PROBKI Z ZAKRZEPU

Alternatywnie prébka moze byC pozyskana z zakrzepu, postepujgc zgodnie
Z ponizszg procedurg:

2.1. ZAKRZEP SWIEZEJ KRWI

e Ucig¢ zakrzep $wiezej krwi (pozyskany z serca lub gtownych naczyn
krwionosnych) i przenie$¢ do probowki o pojemnosci 10-12 ml.

e Zamkng¢ probowke i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej (18-25°C) lub
w inkubatorze w temp. 37+2°C przez 2-3 godziny.

e Przenies¢ do lodowki (4-8°C) na 12 godzin £30 minut (na noc).

e Odwirowaé czes¢ ptynng od zakrzepu (5-10.000 rpm przez 15+10 minut).
Otrzymany ptyn traktowac jak surowice i postepowac zgodnie z instrukcja, krok 1.

2.2. ZAKRZEP SUCHEJ KRWI

e UcigC zakrzep suchej krwi, przenies¢ do probowki o pojemnosci 10-12 ml, dodaé
PBS z antybiotykami (PNC G 100000 U/l, STM 100mg/l, NEO 50 mg/l)
maksymalnie w stosunku 1:1. Probke nalezy oznaczy¢ jako rozcienczong
i nastepnie postepowac zgodnie z punktem 2.1 zatgcznika.
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