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Kitul de testate AsurDxTM Bluetongue Virus (BTV) Antibodies cELISA Test Kit este destinat doar pentru cercetarea de
laborator. Cu ¢xceptia cazului in care se indica altfel, acest produs NU va fi utilizat pentru diagnosticul clinic.
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Biostone Animal Health nu oferd niciun tip de garantie, expresd sau implicits, cu exceptia faptului cd materialele din care sunt
fabricate prpdusele sale sunt de calitate standard. Nu existi nicio garantie a comercializarii acestui produs sau a competentei
produsulug folosit In orice scop. Biostone Animal Health nu este raspunzitoare pentru daune, inclusiv daune speciale, consecinte
sau chelwuieli care rezultd direct sau indirect din utilizarea acestui produs.
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Descrieljea}f’Produsului

Kitul AsuerTM Bluetongue Virus (BTV) Antibodies cELISA Test este conceput pentru detectia anticorpilor sp=cifici
tuturor serotipurilor de virus bluetongue (BTV — virusul limbii albastre) in probele de ser de la bovine, caprine, jovine
sau cerbi. Virusul bolii limbii albastre (BTV) este transmis de catre musculifele Culicoides imicola, Culicoides
variipennis si alte culicoide. Boala limbii albastre, cauzatd de acest virus, este o boala virald a rumegato;relor
transmisa de insecte si non-contagioasa. Spegiile afectate sunt, in principal, ovinele, si, mai rar, bovinele, caprinele,
cerbii, dromaderii si antilopele. La ovine, virusul bolii limbii albastre provoacd o boald acuta cu morbiditate si
mortalitate ridicats. Semnele majore ale acestei boli sunt febra ridicats, salivatia excesiva, inflamarea fetei, a limbii si
cianoza limbii. Din cauza limbii si a buzelor inflamate, aspectul fizic al animalului este modificat, limba modifi icandu-gi

aparent culoarea in albastru. Totusi, acest semn este intalnit la un numar mic al animalelor infectate.

Kitul detecteaza anticorpii impotriva proteinei BTV VP7 in serul de bovine, caprine, ovine sau cerbi. Ace ,t test
permite detectarea special a tuturor serotipurilor BTV inca din 7-15 zile dupa infectie. Testul nu detecteaza anticorpi
impotriva EHDV. Procedurile de testare dureaza mai putin de 90 de minute si nu necesita o etapa de pre-dilyare a
probelor. AsurDxTM Bluetongue Virus (BTV) Antibodies cELISA Test Kit oferd o metoda ELISA de screening s} mpla
rapida, sensibil si specifica, bazata pe enzime.

Rezumatul Procedurii

Metoda se bazeaza pe metoda ELISA de blocare colorimetrica. Antigenul BTV VP7 a fost captugit in godeurile p NEER
in timpul analizei, se adauga proba de ser si conjugatul anticorp monoclonal anti- BTV (mAb)-Biotin. Dac in proba
sunt prezenti anticorpi impotriva BTV, acesta va concura cu conjugatul anti-BTV mAb-Biotina pentru a se fixa de
antigenul BTV VP7 captugit: Dupé mai multe spalar, pentru a elimina substanfele nefixate; se adauga conjfigatul
Streptavidin-HRP. Compusul anti-BTV mAb-Biofin - Streptavidin-HRP se va fixa de situsurile antigenice. |Dupa
incubare, excesul de S,_trepitﬁavidin-HRP este eliminat printr-o a doua spalare si fixarea acestora este revelgta cu
ajutorul substratului TMB. Tn urma acestei incubatii, portiunea enzimaticd a conjugatului, daca este prezenta,
reactioneaza cu substratul si se dezvoltd o culoare albastra. Reactia este apoi oprita (culoarea se schimbailde la
albastru la galben) si se citesc densitatile optice. Intensitatea culorii permite determinarea stérii probei testgte. O
proba puternic pozitiva va indica o reactle slaba (galben pal), in timp ce o proba negativa va indica o re
puternica (galben |nch|s) Toate nuantele de galben intre inchis si pal reprezinta diferite grade de pozitivitate.”

Continutul kitului, depozitarea si durata de valabilitate

Din kitul AsurDx™ Bluetongue Virus (BTV) Ant/Qlees CELISA Tesf Kit se pot testa 192 teste/controale (Lat #
10049-02) sau 450 teste/controale (Cat # 10049-05).
Reintroduceti toate microplécile neutilizate in punga de folie si sigilati-le cu desicantul furnizat in ambalajul onglral.

Perioada de valabilitate este de 18 luni, respectandu-se conditjile corespunzétoare de depozitare.

Continutul kitului Cat # 10049-02 Cat # 10049-05 Conditii de' ep02|tare
Placa captusita cu antigen BTV VP7 2 x 96-godeuri pe placd | 5 x 96-godeuri pe placa 2°- §°C
BTV Control Pozitiv (cap rosu) : 1.25 mL 2X1.25mL 2°-8rC*
BTV Control Negativ {cap alb) 1.25 mL 2X1.25mbL 2°-8°C*
25X Anti-BTV mAb-Biotin Conjugat 0.75 mL 1.5mL 2°-8°C*
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Streptaidin-HRP Conjugat 24 mL 58 mL  Begc
BTV Diluent probs (culoare verde) 24 mL 58 mL 4 2 8°C
20X Solutie de Spalare 56 mL 120 mL -2°79°C
TME Substrat 24 mL 58 mL 2°- 8%
Solutie: 5de Stopare 24 mL 58 mL 2°-8°C
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S p_ibcificitate (reactivitate incrucisati)

Kitul : poate detecta anticorpi impotriva tuturor serotipurilor BTV in probele de ser provenite de la bovine, caprine,

owne

sau cerbi si nu are reactivitate incrucigati cu probele de ser animal mfectate cu EHDV.

Materialele necesare care nu.sunt furni’z‘fétqu impreund cu kitul

Cititor de placi (450 nm})

Mixer vortex

Pipete de 10, 20, 100 si 1000 pL, pipeta multi-canal de 50-300 pL (optional).
Incubator 37°C

Cronometru - temporizator.

Apé deionizata sau distilata

Varfuri de pipeta (de culoare galbend)

Folie de aluminiu

Pisetd, magina manuald de spalat sau spalator de placi automat

Prosoape de hartie.

Avéertismenté si precautii

Biostone va recomanda cu insistenta sa cititi urmatoarele avertismente si preCauﬁi pentru a va asigura ca
aveti cunostinta de tehnicile ELISA si alte detalii carora ar trebui sa le acordati atentie deosebita cand
efectuati testul. Mai multe informatii gasiti in sectiunea Ghid al problemelor. Periodic, se fac optimizari si
revizuiri ale kitului i ale manualului. Prin urmare, este important sa urmati protocolul furnizat impreuna cu
kitul. '

Nu utilizati kitul dupa ce perioada de valabilitate a fost depasit;

Utilizati cele doua controale, pozitiv si negativ, cu grija;

Nu utifizati reagentii de la aite kituri sau alte loturi. Reagentii si placile sunt specifici fiecarui lot sau kit;
Mentineti o temperatura de laborator / camera de 20 ° - 25 ° C (68 ° - 77 ° F). Evitatj efectuarea testelor sub
sau i apropierea orificiilor de ventilatie, deoarece acest lucru, poate provoca ricirea excesiva, incalzirea si/
sau evaporarea, De asemenea, ru efectuati teste in lumina-directa a searelui, deoarece acest lucru poate
provoca caldura excesiva si evaporare.

Calitatea apei este foarte importantd; asigurati-va ca utilizati doar apa distilata sau deionizata;

Cand pipetati probele sau reactivii intr-o placé goald, asezati varfurile pipetei in coltul inferior al godeului,
facand contactul cu plasticul;

Incubarea placilor de testare trebuie programata cat mai precis posibil;

Adaugati mai intéi controalele si apoi probele;

Placile trebuie pastrate intotdeauna in frigider (refrigerate) in saci s:gllatl cu desicant pentru a mentine
stabilitatea placii (placilor).

Preveniti formarea condensului prin aducerea placilor la temperatura camerei in timpul ambalarii.

% d k% ’)\}\
* IMPORTANT* Daca nu intentionati sd utilizati kitul pentru mai mult timp de o luna
ndaristicd, se recomanda depoz:tarea controalelor pozitive si negative, a conjugatului 25X

BTV mAb-Biotin si a conjugatului Streptavidin-HRP la -20 ° C sau intr-un congelator.

o
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Prepararea Probelor

»
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Probele dé‘Sér sunt gata de utilizare pentru testul ELISA. Depozitati toate probele de ser neutilizate 1a-20 ° C

Protocolul de testare

3
-
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Prepararea reagentilor

IMPORTANT: Toti reactivii congelafi trek ’ ratura camerei inainte de utilizare (1 - 2 ore
-25°C/68-7T7°F), Asig'

trebui sa fie pregatite chiar Tnainte de efectuarea testulu

la 20

rtismente $l precautil” de la pagina 2. Solutile ar
SA. Tofi reactivii trebuie amestecati prin inversare

inainte de utilizare. Nu punetl vérfurile de pipeté folosite sau reactivii utilizati inapoi in tuburile / sticlutele originale.

Utilizatj recipiente de unic folosint3 atunci cand manipulati reactivii pentru a mlnlm!za riscuil de contaminare.

A. Pregitirea solutiei de spélare 1X
Amestecafi 1 volum de Solutie de Spélare 20X cu 19 volume de apa distilata.

A. Prepararea Conjugatului Anti-BTV mAb-Biotin 1X
Amestecatl 1 volum Conjugat 25X Anti-BTV mAb-Biotin Conjugate cu 24 volume de BTV Diluant Proba

Protocolul ELISA

Cantitatea de reactivi necesari pentru o singura reactie este prezentata in tabelul de mai jos.
: ~___ Component Volum per godeu.
Pozitiv Control/Negativ Control 50 pb
Proba 20 pL
BTV Diluant Proba 30 pL
1X Anti-BTV mAb-Biotin Conjugat 50 uL
Streptavidin-HRP Conjugat 100 pb |
1X Solutie de Spalare V 2mL
TMB Substrat 100 pl
_____ Solutie de spalare 100 pL

Nota: Toate probele si controalele trebuie s fie efectuate in doua exemplare

1. Aduceti Placa captu$|ta cu anttgen BTV VP7 si toate componentele kltulun Ia temperatura camerei tlmp c

puthoord. - - e

2. Adaugati 50 pL din Controlul Negativ per godeu in doud godeuri al placii captusite cu antigen.

3. Adaugati 50 uL din Controlul Pozitiv per godeu in doua godeuri al placii captugite cu antigen.

4. Adaugati 30 pL din BTV Diluantul Proba in fiecare godeu, apoi adaugati 20 uL de proba de ser in fi
godeu.

5. Adaugati 50 pL din Conjugatul 1X Anti-BTV mAb-Biotin in fiecare godeu.

6. Amestecati solutia in godeuri agitand usor placa, manual, timp de 1 minut.

e cel
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7. Acoperiti placa cu folie si incubati timp de 30 de minute in incubator la 37 ° C. & ‘”*i: ; ’
8. Indepartati solutia din godeuri. Se spala placa prin addugarea a 250 ML de Solutie de Spalare 1X in @are

<m'f'1 [{@) et 4
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daugati 100 pL din Conjugatul Streptavidin-HRP in fiecare godeu al picii..

10. £ coperiti placa cu folie si incubati timp de 30 de minute in incubator la 37 ° C.

odeu al placii. Se arunca solutia de spalare si se usuca placa pe prosoape de hartie. Repetati de inca patrugm
entru un total de cinci spalari.
rfectuati imediat urmétorul pas. Nu lasati placa s& se usuce.

*. $palati placa prin addugarea a 250 L de Solntie de Spilareﬁ( in ﬁecare godeu al plécii. Se arunca solutia de

—_—
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12.

by

13.

.
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palare si se usuca placa pe prosoape de hértie Repefai;l;de fnca doué on pen'au un total de trei spalari.

ultatele

daugati 100 uL din Substmtul TMB in fiecare godeu a placii. 10. Acoperiti placa cu folle si incubati timp de
5 minute la temperatura camerei.

daugati 100 pL din Solutia de Stopare n fiecare godeu. Cititi placa, cat mai curand posnbll cu ajutorul unui
ititor de placi la o lungime de unda de 450 nm. e

A, Be masoara densitatea opticd (DO) a godeurilor la 450 nm in decurs de 15 minute dup3 ce dezvoltarea culorii a
fost oprita.

(GN);

C  Be calculeaza Procentul de‘Inhibitie (Pl) pentru toate probele dupa cum urmeaz; -

Res

DO450 proba

Procentul de inhibitie (%) = [1- ( )1 x 100

media DO450 Control Negativ

ult Interpretation

B. Se calculeaza densitatea opt!cé medie a Controlului Pozitiv (CP) si media denSItém opﬁeea Controlului Negativ

A Media DO a controlului negativ trebuie sé fie==0.5; Procentul de Inhibitie (%) al Controlului Pozitiv trebuie s3 fie

=:60Pb

Nota;

Neindeplinirea oricaruia dintre aceste criterii este un motiv pentru a renunta la rezultatele rundei de testare.

ey

B. Péntru probele de bovine, caprine, ovine sau cerbi ‘
P! < %0% (negativ); Anticorpii BTV lipsesc din probade testare. o

Pl=5

Nots;

0% (pozitiv); Anticorpii BTV sunt prezentj in proba de testare..

Probele pozitive trebuie confirmate cu ajutorul unei a doua metode.



GHID AL PROBLEMELOR

I Nu se dezvolti culoare sau reactie a standardelor

Cauze posibile

Recomandare

Reactivii au fostfolositi in ordine gresita sau s-a
omis un pas.

Urmati protocolul cu atentie si repetati testul.

Anticorpul secundar a fost preparat incorect sau
s-a deteriorat.

Toti anticorpii sunt specifici kitului si lotului. Asigurati-va cé anticorpul
secundar si diluantul sunt amestecate n volume corecte.

Substratul TMB a fost deteriorat.

Utilizati un nou substrat TMB.

11 Valori reduse ale densititii optice (DO) in citirea Controlului Pozitiv

Cauze posibile

Recomandare

Reagenti expirati sau apartindnd unui lot diferit

Verificafi data expir8rii $i numaruf otuiui.

Solutia de spalare fost preparatd incorect,

Utilizati solutia de spalare din kit i asigurafi-va ca a fost preparata co

ect.

Au fost folosite prea multe cicluri de spalare

Aplicati numrul de cicluri de spalare prevazute in kit

Timpul de incubare a fost prea scurt

Cronometrati fiecare placa separat pentru a va asigura ca respectati impul

de incubare, urmariti protocolul de lucru.

Temperatura din laborator a fost prea scizuta

Mentineti temperatura din laborator intre 20-25°C. Nu efectuati testul |

apropierea instalatiei de aer conditionat sau langé ferestre reci.

=S

Reagentii si plécile au fost prea reci

Asigurati-va ca reagentii au atins temperatura camerei. Scoateti reagentii cin

cutie §i tineti-i la temperatura camerei cu cel putin o ora inainte de lucfu

S-a citit la o lungime de unda gresita sau cititorul
gste defect

Asigurati-va ¢4 se citeste la lungime de unda de 450 nm si cititi placa
daty. Verificati calibrarea aparatului si alinierea filfrelor.

ncd o

Kitul a fost supus unui stres excesiv.

Verificafi de cate ori a fost scos kitul din frigider. Verificafi daca kitul a
temperaturi extreme un timp prea indelungat.

stat la

Placa/placile de lucru a/au fost compromiséd/e.

Puneti placa la frigider doar Tn punga sigilaté impreuna cu desicantu

pentru mentinerea stabilitatii. Pentru a preveni formarea condensului
placa s ajung la temperatura camerei in ambalajul sdu, sigilata.

lasati

[I1 Valori crescute ale denSité;ii

optice (DO) in citirea Controlului Negativ

Cauze posibile

Recomandare

Solutia de spalare a fost diluats in apé de slaba
calitate

Daca calitatea apei este discutabila, inlocuiti sursa de apa distilata

Solutia substrat s-a‘deteriorat

Ny

Substratul trebuie sa fie incolor Inainte de aplicare

Spalarea a fost insuficienta sau spalatorul are
performante reduse

Aplicati numérul de cicluri de spalare prevazuti in instructiuni. Asigurat

fiecare godeu este spalat cu cel putin 250 pl solutie de spalare. Verifigati
functionarea corecta a spalatorului, daca curge sau daca aspirarea este

corecta. . ,

itva

Cititorul nu funcfioneaza corespunzétor sau nu
face blanc. Aceasta se intdmpla atunci cand
culoarea este slabd dar apar valori OD marni

Verificati functionarea cititorului cu ajutorul placii de calibrare, verificat

alinierea filtrelor. Verificati modul de efectuare al blancului si face blanc dia

nou daca este posibil.

Temperatura din [aborator este prea mare

Mentineti temperatura din laborator intre 20-25°C. Nu efectuati testul
apropierea surselor de céldura sau in lumina solara directa.

n

Reagentii au fost amestecati, contaminati sau
preparati incorect

Asigurati-v ca se folosesc reagenti corespunzatori sica solutiile au fost

preparate corect §i nu exista contaminare.

Biostone Animal Health LLC

- 2860 Exchange Blvd. suite 160
Southlake, TX 76092 USA
Tel: (817)329-0500

£49

info@biostoneah.com
www.biostoneah.com

Fax: (817) 329-0501

BIOSTONE™

ANIMAL HEAITH

Creat si produs in USA
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" Etichete componente kit producétor
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AsurDx™ Bluetongue Virus (BTV)
Antibodies cELISA Test Kit
Cat. No.: 10049-05 (5 x 96 wells)

STORAGE: 2°-8°

Batch no.: BY23375
<40 Exp.: 31 - Dec - 2025

BIOSTONE™

ANIMAL HEALTH

Biostone Animal Health LLC

AsurDx™ Bluetongue Virus (BTV)
Antibodies cELISA Test Kit
Cat. Nr.: 10049-05 (5 x 96 godeuri)

Depozitare: 2°-8°

Lot : BY23375
<48 Data expirare.: 31 - Dec - 2025
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