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Testul de fixare a complementului pentru Antigenu! Brucelic

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.

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
concentrata de Brucella abortus (tulpina S99-Weybridge) inactivatd prih ncalzire si fenol.
Reactia de fixare a complementului este una din cele mai sensibile metode de diagnostic a
Brucelozei. Se utilizeaza 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 finala de 1:200 a seru!u:
standard international Brucella abortus (OIEISS).

Pourquier* CFT Brucellosis Ag a fost dezveltat in concordantd cu standardul francez
AFNOR U47-004 (detectia anticorpilor anti-bruceloze prin_ reactia de fixare a
pomplementuiu'i., apr. 2008) §' cu p!:carea 'egula'nente!or OlE si Europene

Reagenti
Pastrati toti reagentii protejati de luming la 2-8°C. Nu congelati.

Reggan'ti - Volum

: ~(concen* ~ : o
Not3 :'vezi tabeiu! dela pag 26 pentru descrterea smbo!unlor mtematlonale Ltlllthe pe etlchntelo setului.

Materiale necesare dar nefurnizate
¢« Tampon Veronal (disponibil de Iz IDEXX)
¢ Control pozitiv (disponibil de la IDEXX)
e« Complement iiofitizat ‘
« Hematii de oaie ia 50%
e Ser hemolitic standardizat
e Placi pentru dispensarea reagentilor si probelor
» Micropipete de precizie mono si multicanal (volumele reagentilor listati in ,Protocolul de
testare” necesita pipete de precizie mai mica sau egala cu 5%)
¢ Varfuri de pipete
Incubatar capabil s& mentina temperatura de +37°C (+ 3°C).
Agitator de placi
Baie de apa

Precautii si avertismente pentru utilizatori
+ Manipulati toate materialele biologice ca potential infectate

~Nu pipetati cu gura - .

« Nu mancati, nu beti sau fumati in locul in care manipulati reactivii

Pourquier® CFT Brucellosis Ag




cu grua cronometrati gi spalatl astfel incat s mentineti acuratetea gi precizia.
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Prepararea reagentilor
Diluarea complementului
Reconstituiti complementul liofilizat cu solventul agsa cum este lndlcat

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 complementutui
Antigenul brucelic concentrat trebuie diluat chiar inainte de utilizare in -ser fiziologic
(8,5g/1), sau mai bing.cu tampon Veronal, conform cu factorul de concentratle indicat pe

,flaconul de antigen. -

Titrarea complementului (in tuburi)
Pipetati complement reconstituit ,C” diluat 1:100 (vezi mai jos), tamponul Veronal diluat

(,,Vb”) antsgenu! brucelic that (,,/-\g ) si Qup!ui hemohtic (,,Hc”) confom“ cu tabelul urmator

Tule 1 2 3 - 4 5 5 7 8 8 10 1 12 13 HO | H100
C(mi) 0,04 1005 | 006 | 007 |008 {009 |010 |011 |012 |0,13 |04 |05 [016 | O 0,40
Vb(ml) 0,36 035 |[034 |03 |08 |031 [030 |029 028 [027 [026 |025 |024 [040 |0

Ag(ml) 0,20 {020 [020°[0,20 [0,20 [020 | 020 [020 [020 [020 {020 [020 [020 |020 |0,20

Agitati tuburile - puneti-le intr-o baie de ap3 l2 37°C (+ 3°C) timp de 30 min. {(=2min)

Heml) 0,40 [ 0,40 [ 0,40 [ 040 [ 040 J 0,40 [ 0,40 {040 [ 040 [ 0,40 [0,40 [ 0,40 [0,40 [ 040 ][040
Agitati tuburiie - puneti-ie intr-o baie de ap3 la 37°C (+ 3°C) timp de 30 min. (z2min)

Hematii de ovine 2,5%
Amestecati 0,5mi hematii de oaie 50% cu 9,5mi tampon Veronai diluat.

Cuplul hemolitic
Titrarea complementului si testul de fixare a complementului trebuie neapérat realizate cu
aceleagi elemenie ale upiu ui hemolitic. .
~Preparati un volum suficient de produse pentru aceste 2 utilizari.
" Pastrati-le separat intre atmzafz ' :
) Amestecat: in proportii egale hematiile preparate Ia 2,5% (vezn mai sus) si serul
hemolitic standard contindnd 2UI/UICFT (diluat conform titrului indicat).
¢ Amestecati cantitatile necesare pentru fixarea complementulm 20 minute (+ 2 min)
inainte de utilizare si l3sati-le la 18-26°C (vezi tabelul de mal jos pentru cantitatile
necesare). Produsele ramase trebuie pastrate separat la 2-8°C pana a doua zi.
» Scoateti tuburile din baia de apa si centrifugati-le |med|at timp de 10 minute (= 2
min.) la 500- 1000g.

Controlul hemolitic H50 o
Preparati controlul H50: amestecati 0,50ml supernatant din contiolul’ hemolitic HO cu
0,50ml supernatant din controlul hemolitic H100. Primul tub cu supernatant carg-prézinta
- aceeasi culoare cu controlul H50 va fi numit unitatea H50. - SR
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Cantitatea de complement necesara pentru reactie: Araum\

Exemplu: numarul de godeuri=100
25ul complement diluat se pipeteaza in fiecare godeu:
25l x 100=2,5ml (volumul total de complement ce trebuie preparat)
Unitatea H50 gasita pentru tubul nr.5 (80l complement 1:100).
Testele utilizeaza 6 unitati H50:

80x6x100x 25
100 x 200

= 60ul complement trebuie diluat cu 2440ml tampon Veronal

Prepararea probelor
Inactivati serurile de titrat intr-o baie de apa la 59°C (+1°C) timp de 30 minute (x2min).
Diluati- le cu tampon Veronal diluat (,Vb”) (in tuburi sau micoplaci).

o Dilutia in tuburi

® Dilutia 1/2 1/4 18 |1/i6  [1/32  |1/64 [1/128 [1/256 |1/512
- Proba (ul) | 500 | 50 50 5007 | 500 —['500 .| 500 | 500, | 500 |-
Vb (ul) 500—"| 50 50 50 500 — ] 500 — | 500— | 50 50 L
i e Dilutia in microplaci .
Dilutia TS 1/4 _hi/8 1/16  [1/32 [i/64 [1/128 |1i/256 |i/512
Proba (ul) |25 | 25 |25 25— 25— |25 25— |25 4125
Vo) - |75 =1/ . |25 ) |25 - o5 (25 f25 2 |25 o5-

. \Se arunca 25i

Procedeul de testare
Utilizati o pipeta pentru fiecare proba.
1. Pipetati probele diluate (,S”), antigenul brucelic diluat (,Ag"), complementul diluat
(,C”") si tamponul veronal (,Vb”), conform urmatorului tabel : '

" e Probele diluate in tuburi:

. Diiutie | i/2 i/4 i/8 i/16 | 1/32 | /64 | 1/128 | 1/256 [1/512 | TAg | TC | TGR | T$
s 25 25 25 25 | 25 25 | 25 25 25 / / / 25
Ag () | 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 / / /

1 C @) 25 25 25 25 25 25 25 25 |25 25 25 / 25

Vb (W) / / / /- / / s/ / / 25 50 | 75 25

" e Probele diluate in micropl&ci:
Diltie | T$ | 1/4 |18 | 1746 | 132 | 1/6a | 1/128 | 1/256 | 1/512 | TAg |TC | TGR

S(ul) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 / / /
Agh |/ 25 25 25 25 25 25 25 25 25 / /
C () 25 25 25 25 25 25 25 .| 25 25 25 25 /
Vb | 25 / / [ -1 / / / / 25 50

2. Agitati placile folosind un agitator de pl&ci

3. Acoperiti placile

4. Incubati 16-20 de ore la 2-8°C

5. Puneti cuplul hemolitic (preparat cu o zi Thainte — vezi prepararea reage

. 26°C timp de 10 minute (+2 min.)

6. In paralel:

Pourquier* CFT Brucellosis Ag
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8. Agitati placile si apoi acoperiti-le.

i 50pl de cuplu hemolitic in fiecare godeu.

9. Puneti placile in incubator la 37°C (+ 3°C) timp de 30 minute (+2 min.).
10. Centnfugatl placile (500-1000g) la 2-8°C timp de 10 minute (+2 min.) sau lasati-le la
2-8°C timp de 60 minute (x5 min.).

11.Evaluati supernatantul conform controalelor preparate dupa cum urmeaza:

, 0 + | ++ |+ | FHFT
Tampon Veronal (pl) 0 25 | 50 75 100
Godeu hemolizd totald (pl) = Control 00 | 75 | 50 55 0
complement :

plicile in incubator la +37°C (x3°C) timp de 10 minute (+2 min.) (una
lta sau una langa alta).
_ne‘u cuplul hemolitic la 18 26°C pentru inca~10 minute (2 min.).

in fiecare godeu, rata de hemolizd a hematillor sensibilizate se noteazd dupd cum

urmeaza:

e ++++ = inhibarea totald a hemolizei

¢« +++ = inhibare a hemolizei de 75% (=25% hemoliza).
e ++ = inhibare a hemolizei de 50% (=50% hemolizd)

. = inhibare a hemolizei de 25% (=75% hemouza)

e O hemoliz2 comp'eta

' Interpretarea rezu!tateior

e inhibare a hemolizei < 50% la 1/4= negat:v
« inhibare a he_mohze; > 50% lIal/4 = pozitiv

Corespondenta dintre dilutia serului si unititile internationale ale complementului fixat
mililitru (limita de pozitivitate =20UI/mI(UICFT/ml). :

Dilutia probei

1/2

/4 11/8

1/16

/32

UI (UICFT/ml)

i0

20 40

80

160

Producétor:

IDEXX Montpellier SAS
326 rue de la Galera
34090 Montpellier, Franta

tari

Pentru asistenta tehnica:

Contactati managerul sau distribuitorul IDEXX aprop|at
sau wzxtatx www.idexx.com/production/contact

Suport tehnic IDEXX: 00-800-727-43399

*IDEXX si Test With Confidence sunt marcéd inregistratd a IDEXX Laboratories, Inc., sau a afiliatelor sale din Statele Unite silsau alte

Pourquier* CFT Brucellosis Ag




POURQUIER* Agitati inainte de utilizare
RFC Ag Brucelozi T

REF P00120

100 ml
p 8°C
1%) veh

LOT xxxx Z XX XXX X

IDEXX Europa B.V, PO Box 1334, 2130, Hoofddorp, Olanda

i . IDEXX Montpellier SAS, 326 rue de la Galera, 34090 Montpellier, Franta




Pourquier*RFC Ag Bruceloza (1 %)
Antigen brucelic pentru Testul de Fixare a-Complementuluyj

Agitati inainte de utilizare

et

IDEXX Europa B.V, PO Box 1334, 2130, Hoofddorp, Olanda

IDEXX Montpellier SAS, 326 rue de Ja Galera, 34090 Montpe}h'er, Franta






