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Technickd dokumentace
Uéel pouziti

Imunoenzymatickd souprava (DIVA Salmo ELISA) je urcena k sérologickému
prukazu protildtek proti antigentim Salmonella spp. u prasat a umoziiuje rozliSeni
mezi zvifaty vakcinovanymi inaktivovanou vakcinou BioSuis Salm proti salmonele
a zvifaty infikovanymi p¥irozenou cestou netyfoidnimi sérovary salmonel. Je vhodna
pro monitorovani nakazové situace v chovech, umoznuje identifikaci a vyfrazeni
prasnic, které jsou nosickami infekce, ale také pro kontrolu tcinnosti vakcinace, jak
u samotnych prasnic, tak jejich selat po pfenosu specifické kolostralni a laktogenni

imunity.

Popis vyrobku a princip metody

Souprava DIVA Salmo ELISA umoziiuje detekovat pfitomnost post-infekénich
a/nebo post-vakcinacnich protildtek ze séra prasat metodou EIA, typu nepiima
ELISA. Mikrotitra¢ni desky jsou potaZeny specifickymi antigeny - post-vakcina¢ni
antigen (PV) a post-infekéni antigen (PI). Kazda deska v soupravé je potazena jinym
antigenem. Na tyto antigeny se vazou specifické IgG protilatky z vySetfovanych
prasec¢ich sér. Videalnim piipadé se testuje pfitomnost post-infekénich a post-
vakcina¢nich protilatek zarovenl na obou deskach (pfipadné stripech). Desky
s antigeny a navazanymi IgG protilatkami se inkubuji se sekundarni znacenou
protilatkou. Znacend sekundarni protilatka (konjugéat) je zvifeci imunoglobulinova
frakce proti prase¢imu imunoglobulinu konjugovana s kfenovou peroxidazou.
Peroxidazova aktivita se stanovuje pomoci chromogenniho substratu TMB, ktery
zmodré v pfipadé pozitivity. Cela reakce je ukonéena zastavovacim roztokem. Dojde
ke zméné modrého zabarveni na zluté. Intenzita Zlutého zabarveni se méfi na
fotometru (pfi vlnové délce 450 nm) a je tmérnd koncentraci specifickych protilatek
pritomnych ve vzorku.

Pouzité antigeny v této soupravé jsou rekombinantné pfipravené, purifikované

proteiny ptivodem z bakterie Salmonella enterica sérovar Typhimurium, které se



prirozené exprimuji pfi infekci v hostitelském organismu (PI antigen) nebo je jejich
produkce naopak potlacena (PV antigen). Ve vakcina¢nim kmeni je naopak PV
antigen silné exprimovan a PI antigen se produkuje jen ve velmi malém mnozstvi.
Takto pripravend vakcina vcetné diagnostické soupravy, ktera je pfedmétem této
Ovérené technologie, spliiuji parametry tzv. DIVA pfistupu (Differentiating Infected

from Vaccinated Animals).

Podminky vyroby

Vyroba této soupravy je rozdélena do dvou fazi. Prvni je produkce dvou
rekombinantnich antigenti a jejich navdzadni na mikrotitracni desticky. Toto se
provadi ve Vyzkumném tstavu veterinarniho lékatstvi. Druhd faze vyroby spociva
v piipravé vsech potiebnych roztokt a kompletaci samotné soupravy. Toto probiha

podle prisnych standarda podniku TestLine Clinical Diagnostics.

SloZeni setu

Potazené desticky

o snavazanym PV nebo PI antigenem, 12 x 8 jamek (rozlamovatelné
stripy) v sacku se suSidlem

- Negativni kontrolni sérum

o 20x koncentrované praseci sérum neobsahujici specifické protilatky

- Pozitivni kontrolni sérum

o 20x koncentrované praseci sérum obsahujici specifické protilatky proti
obéma antigeniim
- Konjugat
o 100x koncentrovana sekundarni protilatka proti prase¢imu
imunoglobulinu znacend peroxidazou

- Redici roztok vzorki 13

o pulfr se stabilizatory bilkovin, v pracovnim fedéni

- Redici roztok konjugatu 11

o pufr se stabilizatory konjugatu, v pracovnim fedéni



- Chromogenni substrat TMB-Complete 2

o jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici TMB/H20O; v pracovnim
fedéni

- Promyvaci roztok

o 20x koncentrovany pufr

- Zastavovaci roztok

o roztok kyseliny v pracovnim fedéni

Pracovni postup pro vySetieni prasecich sér

Redéni vzorkil sér a kontrolnich sér

Dtikladné promichané vzorky a kontrolni séra (PKS a NKS) se fedi 1:20 Redicim
roztokem vzorkd. Napt.: 12 ul vzorku (kontrolniho séra) + 228 ul Rediciho roztoku
vzork®. Redéni se provadi v mikrozkumavkach mimo mikrotitra¢éni desticky (viz.
Pracovni postup). Naredéné vzorky je nutno vySettit co nejdfive. Negativni (NKS) i

pozitivni (PKS) kontrolni séra jsou spolecnd pro oba antigeny (P1iPV).

Pracovni postup

Vsechny reagencie se nechaji vytemperovat na laboratorni teplotu a diikladné se
promichaji. NepouZije-li se celd desticka, zbylé stripy se vrati zpét do obalu se
susidlem, hermeticky uzavte a skladuje pti +2 °C az +8 °C. Diisledné chranime pred
vlhkosti! Pracuje se paralelné s desti¢kou (stripy) s PI antigenem a PV antigenem.

1. Kontroly a fedéné vzorky se davkuji podle pracovniho schématu.

- Pipetuje se 100 pl Rediciho roztoku vzorkii do jamky A1 (blank).

- Pipetuje se 100 ul fedéného Negativniho kontrolniho séra v Redicim roztoku
vzorki do 2 jamek (B1, C1).

- Pipetuje se 100 ul fedéného Pozitivniho kontrolniho séra v Redicim roztoku
vzorkt do 2 jamek (D1, E1).

- Pipetuje se 100 pl testovacich vzork fedénych v Redicim roztoku vzorka do
zbyvajicich jamek (F1 - H12).

2. Desticka se prikryje vickem a inkubuje 60 min pfi laboratorni teploteé.



3. Obsah jamek se odsaje a 4krat promyje pracovnim promyvacim roztokem.
Jamky se plni po horni okraj. Na zavér se dtikladné vyklepou zbytky roztoku
do savého materidlu.

4. Davkuje se do vSech jamek 100 ul pracovniho roztoku konjugatu fedéného
v Redicim roztoku konjugatu.

5. Desticka se prikryje vickem a inkubuje 60 min pfi laboratorni teploteé.

6. Obsah jamek se odsaje a 4krat promyje pracovnim promyvacim roztokem.
Jamky se plni po horni okraj. Na zavér se dtikladné vyklepou zbytky roztoku
do savého materiélu.

7. Davkuje se do vsech jamek 100 pl jednoslozkového substratu TMB-Complete.

8. Desticka se prikryje vickem a inkubuje 10 minut p¥i laboratorni teploté.

9. Reakce se zastavi pridanim 100 pl Zastavovaciho roztoku ve stejném potadi a
intervalech jako byl davkovan substrat.

10. Pomoci fotometru se pfi vinové délce 450 nm zméfi intenzita zbarveni roztok

ve vSech vySetfovacich jamkéach, a to do 30 min od zastaveni reakce.

Pracovni schéma
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BL 100 ul Rediciho roztoku vzorkd (Blank)
NKS 100 ul ¥fedéného negativniho kontrolniho séra v Redicim roztoku vzork
PKS 100 pl fedéného pozitivniho kontrolniho séra v Redicim roztoku vzork

TS1-x 100 pl fedénych testovacich sér v Redicim roztoku vzorkd



Validita testu

Test je platny, jestlize absorbance blanku je mensi nez 0,200.
BLANK < 0,200

Absorbance Negativniho kontrolniho séra je mensi nez 1/3nasobek absorbance
Pozitivniho kontrolniho séra.

NKS <1/3x PKS
Absorbance Pozitivniho kontrolniho séra je vyssi nez 0,500.

PKS > 0,500
Nejsou-li tyto pozadavky splnény, je vysledek testu neuspokojivy a musi byt

opakovan.

Interpretace vysledki

V prvnim kroku odec¢teme od absorbance jednotlivych vzorka (véetné pozitivni a
negativni kontroly) absorbanci Blanku.
TS (NKS, PKS) - BLANK

Vypocet poméru S/P
Prdmeérnou absorbanci testovaného vzorku délime primérnou absorbanci
Pozitivniho kontrolniho séra (PKS) naméfenou v téze sérii vySetteni:

Priimeérna absorbance vzorku

S/P= x 100 [%]
Primeérnéa absorbance PKS

Interpretace vysledkt vysetfeni uvadi tabulka (Tabulka 1).

Tabulka 1 Interpretace vysledki vySetteni

Pomér S/P [%] Hodnoceni
mensi nez 20 negativni
20 az 40 hrani¢ni
vétsi nez 40 pozitivni

V pripadé hrani¢niho vysledku se doporucuje vysetfeni opakovat z nového odbéru.



Biologicka relevance vysledka

Pozitivni hladiny protilatek proti post-infekénimu antigenu (PI) znamenaji
prodélani infekce Salmonella spp. Pozitivni hladiny protilatek proti post-
vakcina¢nimu antigenu (PV) znamenaji G¢innou vakcinaci prasat vakcinou BioSuis
Salm. Pozitivni hladiny protilatek proti obéma antigendm znamenaji prodélanou

infekci u prasat, kterym byla aplikovana zminéna vakcina.

Kompletace soupravy

Obrdzek 1 Dva kusy totoZnych zkompletovanych souprav DIVA Salmo ELISA s jednotlivymi
komponentami popsanymi v sekci SloZeni setu. Soucdsti kazdé soupravy jsou dvé mikrotitracni desticky
potaZené post-infekénim (Pl), resp. post-vakcinacnim antigenem (PV).



Skladovani

Souprava se skladuje pfi teploté +2 °C az +8 °C. Pfi dodrzeni skladovacich
podminek plati expirace uvedend na obalu soupravy. Po otevfeni je doporuceno
soupravu spotiebovat do 3 mésicti. Souprava nesmi zmrznout!

Jako vzorek k vySetfeni je pouzito praseci sérum. VySetfované vzorky séra je
mozné uchovavat pti +2 °C az +8 °C maximalné 48 hod. Pfi delsim skladovani se
vzorky zamrazi na -20 °C. Pokud je vzorek séra nehomogenni, doporucuje se jej pred
vySetfenim odstfedit. Nesmi se vySetfovat hemolytickd séra, vysledky mohou byt

zkreslené.

Expirace

Expirace takto pripravené soupravy je nejméné 6 meésicti od data vyroby pfi

dodrzeni podminek skladovani.
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Ovéreni funkénosti

Funkénost soupravy - tedy schopnost sérologicky rozlisit prasata po infekci a po
vakcinaci byla po sestaveni hotové soupravy ovéfena na pracovisti TestLine Clinical
Diagnostics s.r.o., podle standardnich postupti a podle navodu na sadé prasecich sér

se znamou historii.

PV antigen:

vzorek | absorbance A-Blank S/P pomér | historie

BLANK 0,039 0,000 0,00
NKS 0,126 0,087 5,93 -
PKS 1,505 | 1,466 | 100,00 ¥
Su2 0,054 0,015 1,02 -
Su3 0,102 0,063 4,30 -
20K 0,095 0,056 3,82 -
Su6 0,061 0,022 1,50 -
Su8 0,095 0,056 3,82 -
1STM 0,080 0,041 2,80 -
482 1652 | 4613 | 110,03 +
484 0,833 0,794 54,16 +
464 1,130 1,091 74,42 +
B80 1,605 106,82 +

PI antigen:

vzorek | absorbance A-Blank S/P pomér | historie

BLANK 0,039 0,000 0,00
NKS 0,105 0,066 4,41 -
PKS 1,535 1,496 100,00 +
Su2 0,091 0,052 3,48 -
Su3 0,136 0,097 6,48 -
20K 0,090 0,051 3,41 -
Su6 0,879 0,840 56,15 +
Su8 2,087 136,90 +

1STM 1,173 1,134 75,80 +
482 0,121 0,082 5,48 -
484 0,085 0,046 3,07 -
464 0,115 0,076 5,08 -
B80 0,665 0,626 41,84 +




U obou méfeni byla splnéna kritéria validity testu
BLANK < 0,200
NKS < 1/3x PKS
PKS > 0,500

Celkové hodnoceni S/P poméru je znacen barevné podle tabulky:

S/P pomér Hodnoceni
mensi nez 20 negativni
20az40 hrani¢ni
vétsi nez 40 pozitivni

Protokol o ovéteni technologie je pfiloZen na konci textu.



Protokol o ovéreni technologie

Technologie vyroby soupravy DIVA ELISA

NavrZzend technologie je vysledkem projektu: Vyvoj DIVA ELISA testu rozlisujiciho
prasata infikovand netyfoidnimi sérotypy salmonel a prasata vakcinovand proti témto
sérotyplim ¢. TQ03000656“

Zpracovatel technologie — Vyzkumny tym projektu:

Mgr. Jan Gebauer, Ph.D., Vyzkumny Ustav veterinarniho lékarstvi, v.v.i.
Mgr. Natdlie Krdlova, Ph.D., Vyzkumny Ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i.
Mgr. Karolina Hlavovd, Ph.D., Vyzkumny Ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i.
Mgr. Radek Tesafik, Ph.D., Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafrstvi, v.v.i.
MVDr. Jan MatiaSovic, Ph.D., Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i.
RNDr. Iva Stokldskova, TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

RNDr. Jaromir Pospisil, TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

Mgr. Antonin Vasek, TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

Ovérovatel technologie:

spolecnost TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

Nazev ovérené technologie:

Imunoenzymaticka souprava pro sérologické rozliSeni vakcinovanych prasat vakcinou proti
salmonele a prasat po pfirozené infekci netyfoidnimi sérovary salmonel (DIVA Salmo ELISA)

Pfredmét ovérovani:

Pfedmétem ovéreni je ELISA souprava, kterd umoznuje sérologicky rozliSit prasata po infekci
netyfoidnimi sérotypy salmonel a prasata vakcinovana komer¢ni vakcinou BioSuis Salm, ktera
byla vyvinuta kolektivem autorll Vyzkumného ustavu veterinarniho lékarstvi, v.v.i. ve
spoluprdci s Bioveta, a.s.. Zakladem soupravy je detekce specifickych 1gG protilatek ze séra
prasat, vazajicich se na post-infekcni, resp. post-vakcinacni antigen, ¢imz jsou rekombinantni
proteiny pripravené autory vyzkumné organizace. Souprava je zaloZzena na nepfimém ELISA
testu, kdy jsou na mikrotitracni desky naneseny zminéné rekombinantni antigeny, na které se
vazou sérové protilatky, které se dale detekuji sekundarni protilatkou pomoci kolorimetrické
reakce. Predmétem ovéreni je tak schopnost vyrobit funkéni ELISA soupravu, véetné vsech
nezbytnych komponent, kterd dokaze potvrdit pfitomnost post-infekénich a/nebo post-
vakcinacnich protilatek ze sér vySetfovanych prasat.

Ovéreni postupu vyroby soupravy bylo provedeno na zakladé dodanych vzork(
mikrotitracnich desek potazenych dvéma antigeny — post-infekéni (PI) a post-vakcinacni (PV)
antigen, ddle vzorky negativnich a pozitivnich kontrolnich sér a konjugatu (sekundarni
protildtka). Prace byla provedena v plném rozsahu vyrobniho postupu podle internich
standard( vyroby. Po kompletaci nékolika kus souprav, bylo nasledné provedeno ovéreni



funkcnosti soupravy s dodanymi praseéimi séry o znamé historii ve vztahu k salmonelové
infekci/vakcinaci.

Ovéfujici pracovisté:

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

Termin ovérent:

Listopad 2025 — prosinec 2025

Technicka dokumentace:

viz. Pfiloha - Technickd dokumentace vysledku

Zaveérecné konstatovani:

Technologie byla ovéfena formou kompletniho vyrobniho postupu ELISA soupravy od dodani
kritickych komponent ze strany vyzkumné organizace, pres vyrobu vsech pouzitych roztoku
(nekritickych komponent) az po kompletaci findlni soupravy do podoby potencidlniho
komeréniho produktu. Nésledné byla uspésné ovéfena funkcnost takto pfipravené soupravy
ve smyslu schopnosti detekovat pfitomnost post-infekénich a/nebo post-vakcinaénich 1gG
protilatek (viz Ovéreni funkénosti v Technické dokumentaci).

Pfedkladdand technologie ma wvyrazny potencidl pro monitoring salmonelovych nékaz
v chovech prasat, umoznuje identifikaci a vyfazeni prasnic, které jsou nosickami infekce, ale
také pro kontrolu uéinnosti vakcinace, jak u samotnych prasnic, tak jejich selat po prenosu
specifické kolostralni a laktogenni imunity. MazZe tak zaroven pfispét ke zvyseni uZitnych
vlastnosti zminéné komercni inaktivované vakciny BioSuis Salm, vyvinuté kolektivem autor.

V Brné dne 12. 12. 2025

RNDr. Michal Digitalné podepsal RNDr.

N Michal Beranek, Ph.D., MBA
Beranek, Ph.D., / pliim: 202515.14 213812
MBA +01'00"

RNDr. Michal Beranek, Ph.D., MBA
Jednatel TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
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