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8 Antigen Brucelic pentru Testul de fixare a complementului

De uz veterinar exclusiv
Denumire si utilizare '

-Pourquier* CFT Brucellosis Ag este Antigenul Brucelic al firmei IDEXX pentru diagnosticul
brucelozei prin reactia de fixare a complementului.

)
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Descriere si principiu

Pourquier* CFT Brucellosis Ag utilizeaza principiul tehnicii reactiei de fixare a
complementului. Antigenul pentru reactia de fixare a complementului este o suspensie
concentratd de Brucella abortus (tulpina $S99-Weybridge) inactivata prin incalzire si fenol.
Reactia de fixare a complementului este una din cele mai sensibile metode de diagnostic a
Brucelozei. Se utilizeazd o metoda de fixare la rece a tipului dezvoltat de Kolmer. Acest
antigen permite diagnosticul serologic al brucelozelor (Brucella melitensis, abortus, Suis).
Acest antigen este standardizat sa dea 50% fixare cu o dilutie finald de 1:200 a serului
standard international Brucella abortus (OIEISS).

Pourquier* CFT Brucellosis Ag a fost dezvoltat in concordantd cu standardul francez
AFNOR U47-004 (detectia anticorpilor anti-bruceloze prin reactia de fixare a
complementului, apr. 2009) si cu aplicarea regulamentelor OIE si Europene.

Reagenti Volum
Antigen brucelic pentru reactia de fixare a complementulu 100ml
(concentrat)

Nota : vezi tabelul de la sfarsitul prospectului pentru descrierea simbolurilor utilizate in prospectul si tabelele
din acest kit..

Depozitare
Depozitati toti reagentii protejati de lumina la 2-8°C. Nu congelati. Reagentii sunt stabili
pané la data de expirare cu asigurarea conditiilor adecvate de depozitare. .

Materiale necesare dar nefurnizate
« Tampon Veronal (disponibil de la IDEXX)
o Control pozitiv (disponibil de la IDEXX)
e -Complement liofilizat
e Hematii de oaie la 50%
¢ Ser hemailitic standardizat
« Placi pentru dispensarea reagentilor si probelor
» Micropipete de precizie mono si muiticanal
o Varfuri de micropipete
e Agitator de placi
« Incubator capabil s3 mentind temperatura de +37°C ( 3°C)
o Baie de apa

Précau;ii si avertismente ) —
» Manipulali toate materialele biologice ca potential infectioase
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. Purtét,i manusi de protectie/ haine de protectie/ protectie pentru fata sau ochi
cand manipulati probele si reagentii. _ o
« Consultati Fisa Tehnica de Securitate pentru informatii aditionale

Practica de laborator

« Rezultate optime vor fi obtinute prin respectarea stricta a acestui protocol. Pipetati
cu grija, cronometrati si spalati astfel incat sa mentineti acuratetea si precizia.

o Toate deseurile trebuie decontaminate corespunzator inainte de eliminare. Eliminati
continutul conform legislatiei locale, regionale si nationale. .

« Evitati contaminarea componentelor kitului si nu puneti reagentii nefolositi inapoi in
flacon

« Nu utilizati componentele dupa data lor de expirare

Prepararea reagentilor

Diluarea complementului

Reconstituiti complementul liofilizat cu solventul aga cum este indicat.
Diluati la 1:100 cu tampon Veronal.

Dilutia tamponului Veronal
Tamponul Veronal trebuie diluat 1:5 cu apa distilata

Antigenul brucelic pentru Reactia de fixare a complementului

Antigenul brucelic concentrat trebuie diluat chiar fnainte de utilizare in ser fiziologic
(8,5g/1), sau mai bine cu tampon Veronal diluat, conform concentratiei indicate pe flaconul
de antigen.

Titrarea complementului (in tuburi)
Pipetati complement reconstituit ,C” diluat 1:100 (vezi mai jos), tamponul Veronal diluat
(,Vb"), antigenul brucelic diluat (,Ag") si cuplul hemolitic (,Hc"), conform cu tabelul urmator:

TubiD |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 HO | H100
C(mi) 004 | 0,05 | 0,06 | 0,07 | 008 | 009 | 010 | 011 [042 {013 | 014 | 015 | 016 |0 0,40
Vb(ml) 0.36 | 035 | 0,34 | 0,33 | 032 | 0,31 | 030 | 029 [ 028 | 027 | 026 | 025 | 024 | 040 |0
Ag(mi) 020 [ 0,20 | 020 | 0,20 | 020 | 020 | 020 | 020 | 020 020 [020 [020 |020 |020 |0.20

Agitati tuburile - puneti-le intr-o baie de ap3 la 37°C (+ 3°C) timp de 30 min. (x2min)

Ho(m) | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 040 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 040 | 0,40 [0,40 ] 0,40 ]| 0.40 | 0,40 1} 0.40

Agitali tuburile - puneti-le intr-o baie de ap4 la 37°C (+ 3°C) timp de 30 min. (+2min)

Hematii de oaie 2,5%
Amestecati 0,5ml hematii de oaie 50% cu 9,5ml tampon Veronal diluat.

Cuplul hemolitic
Titrarea complementului si testul de fixare a complementului trebuie neaparat realizate cu
aceleasi elemente ale cuplului hemolitic.
Preparati un volum suficient de produse pentru aceste 2 utilizari.
Pastraii-le separat intre utilizari.
e Amestecati in proportii egale hematiile preparate la 2,5% (vezi mai sus) si serul
hemolitic standard continand 2UI/UICFT (diluat conform titrului indicat).
« Amestecati cantitatile necesare pentru fixarea complementului 20 minute (+ 2 min)
inainte de utilizare si lasati-le la 18-26°C (vezi tabelul de mai jos pentru cantitatile
" necesare). Produsele ramase trebuie pastrate separat la 2-8°C pana a doua zi‘.
o Scoateti tuburile din baia de apa si centrifugati-le imediat timp .de 10 minute (£ 2
min.) la 500-1000g. 4

Pourquier* CFT Brucellosis Ag




~ Controlul hemolitic H50
Preparati controlul H50:

amestecati 0,50ml supernatant din controlul hemolitic HO cu,

0,50ml supernatant din controlul hemolitic H100. Primul tub cu supernatant care prezinta
aceeasi culoare cu controlul H50 va fi numit unitatea H50. '

Cantitatea de complement necesara pentru reactie:

Exemplu: numarul de godeuri=100)

l;

'80 %6 x 100 x 25

100x 200

25u|‘comp|ement diluat se pipeteaza in fiecare godeu:
25ul x 100=2,5ml (volumul total de complement ce trebuie preparat)
- 200p! este volumul de Complement pentru titrarea H50

Testul utilizeaza 6 unitati H50.
Testul se realizeaza fie in tuburi (macrometoda) sau in micropldci (micrometoda)

Prepararea probelor
Inactivati serurile de titrat intr-o baie de apa la 59°C (x1°C) timp de 30 minute (+2min).
Diluati-le cu tampon Veronal diluat (,Vb")

Testul realizat in tuburi

Unitatea H50 a fost gasita pentru tubul nr.5 (80ul Complement 1:100).

= 60ul complement trebuie diluat cu 2440ml tampon Veronal

Dilutia 1/2 1/4  |1/8 146 | 1/32 11/64 |1/128 |1/256 | 1/512 |
Proba (u) | 500 | 500 | 500 | 5007 | 500 7| 500 ) 500 ) | 5007 | 5007
Vb (i) | 500—"] 500—" | 500— | 506" | 500 —| 500 —1500—"| 500—" 500—
Testul realizat in microplici

Dilutia TS  [1/4 _hl/8 1/16 | 1/32 [ 1/64 [1/128 | 1/256 | 1/512
Proba (u) |25 | 25 |25 |25 |25 1257 |25 |25 ™) 125
Vo) |75 / 25 o5 o5 (25 |25 [25 T [25

- Procedeul de testare

\ Se arunca 25l

1. Repartizati probele diluate (,S”), Antigenul Brucelic diluat (,Ag”), complementul diluat (,C") si
tamponul veronal (,Vb"), conform tabelelor urmatoare : :

Téstul realizat in tuburi

Dilutie | 172~ 1 1/4 1/8 116 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | TAg | TC |TGR | T -
S(l) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 / / / o5
Ag (u) | 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 / / /
L C () 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 / o5
| Vo] /- / / / / / / / / 25 50 75 25
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Testul realizat in microplaci

Dilutie | T$ 14 |1s e | 132 | 1/6a | 1128 | 1/256 | 1/512 | TAg | TC' | TGR
s 25 25 25 25 25 25 25 25 25 / / /
Aguy | /| 25 25 25 25 25 25 25 25 25 / /
C () 25 | 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 /
Vb () | 25 / / / / / / / / 25 50 75

JSRE NS S

o

'T Ag=Control Antigen/T C=Control Complement/T GR= Control hematii/ T S= Control Ser

Agitati placile sau tuburile folosind un agitator adecvat

Cand folosi{i placi,acoperiti placile

incubati 16-20 de ore la 2-8°C

Puneti cuplul hemolitic (preparat cu o zi inainte — vezi prepararea reagentilor) la 18-26°C timp de
10 minute (£2 min.) '
in-paralel:

a.Puneti placile sau tuburile in incubator la +37°C (+3°C) timp de 10 minute (2 min.) (fie una peste
alta sau una langa alta cand se utilizeaza pléaci).
b.Mentineti cuplul hemolitic la 18-26°C pentru inca 10 minute (2 min. ).

Adaugati 50ul de cuplu hemolitic in fiecare godeu sau tub
Agitati pl&cile sau tuburile si apoi acoperiti-le cand utilizati placi.
Puneti placile sau tuburile in incubator la 37°C (+ 3°C) timp de 30 minute (2 min.).

. Centrifugati placile sau tuburile (500-1000g) la 2-8°C timp de 10 minute (£#2 min.) sau lasati-te la

2-8°C timp de 60 minute (5 min.).

. Calcule:

Controale
Evaluati supernatantul conform controalelor preparate dupd cum urmeaza:

0 + | ++ | +++ |+t
Tampon Veronal () 0 25 | 50 75 100
Godeu hemoliza totald (pi) = Control 00 | 75 | s0 55 0
Complement

Gradul de hemoliza a hematiilor sensibilizate se noteazd dupa cum urmeazd:

++++ = inhibarea totald a hemolizei

+++ = inhibare a hemolizei de 75% (=25% hemoliza)
++ = inhibare a hemolizei de 50% (=50% hemoliza)
+ = inhibare a hemolizei de 25% (=75% hemoliza)

0 = hemoliza completd

‘oo oW

- Criterii de validare

Testul este validat pentru urmétoarele rezultate ale controalelor :

» Control Antigen (T Ag) : hemoliza 100%

o Control Complement (T C) : hemolizd 100%

» Control hematii (T GR) : hemolizd 0%

o Control Ser Negativ : hemoliza 100%

« Control Ser Pozitiv este evidentiat la titrul stabilit (£ 1 dilutie)

12.Interpretarea rezultatelor

- Negativ Pozitiv

;<‘50f’/o inhibare a hemolizei la 1/4= negativ i 2 50% lnhlbare a hemollzeu la1/4 = pOZIth

4
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Corespondenta dintre dilutia serului gi unitatile internationale ale complementului fixat per
mililitru (limita de pozitivitate =20UT/mI(UICFT/ml). '

3
L1

Dilutia probei :‘1/2 1/4 | 1/8 | 1/16° | 1/32
UI (UICFT/ml) 10 20 40 180 160

- Pentru asistenta tehnica:

IDEXX SUA Tel: + 1 800 548 9997 sau +1 207 556 4895
IDEXXiEuropaTel: +800 727 43399

Contactati managerul local IDEXX sau distribuitorul sau vizitafi idexx.com/contactipd

*Pourquier este marc3 inregistratd a IDEXX Laboratories, Inc., in Statele Unite si/sau alte tari.
©2014 IDEXX Laboratories, inc. Toate drepturile rezervate.
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“Eticheta limba engleza

[REF] P0O0120 S}'le}ke betore use. IﬂBl—_W
= i' Agiter avant utilisation. s é
Pourguler *- Agitar antes de usar. 1LOTH SN,
-CFT Brucellosls Ag Agitar antes de usar. S
o : Vor Gebrauch schiiteln. e ’
100ml

For vn‘]}"terinary use only. .
Réservé 4 1’ usage vétérinaire. : I_\./D_»f
Fiir Tiere

f/lg"c ZUL.-Nr.:
2 /4 BFAV-B 371

M IDEXX Montpellier SAS, 326 rue de fa Galéra, 34090 Montpellier, FR
| Tel 433499232428

'

Eticheta limba romana

IDEXX Europe B.V, P.O Box 1334, 2130 EK Hoofddorp, NL
Tel:+800 727 43399

' [REE|P00120 Agitati inainte de -~ 4
: utilizare - IR
Pourguler * ‘:QZIL_‘E‘{,\L
CFT Brucellosis Ag v

. <
100ml

| De uz veterinar exclusiv. e i yS"C ZUL.-Nr.:

VD 2c /4 BFAV-B 371

atel]

IDEXX Montpellier SAS, 320 rue de Ta Gatera, 34090 Montpellier, Franta
Tel 433540923 2425

IDEXX Europe B V., P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp, Olanda

Tel-+800 727 43399






