BIOSTONE
ANIMAL HEALTH

AsurDx™ African Swine Fever (ASF) Antibody
Test Kit Manual

Catalog #: 10058-02 (192 godeuri); 10058-5 (480 godeuri)

Biostone Animal Health LLC. » 2020 V2



\ AsurDx™ African Swine Fever (ASF) Antibody Test Kit Manual 10058-02; 10058-05

CUPRINS
INFORMATII GENERALE...........ocicciterreenreesiteieiessseesseseeesesasneessssseesssssessens 3
Descrierea ProdUSUIUI........iiiic et e e e 3
Prezentarea generalda a proCcedurii......ccuuveeeeeiiiiiiisiee e 3
Continutul kitului, depozitarea si perioada de valabilitate ........................ 3
Specificitate (reactivitate INCruCisatad) ......ccccooeveieiiiereee e eeee e 4
Materialele necesare care nu sunt furnizate impreund cu kitul ................ 4
AVErtiSMENTE SI PreCAULII vvvvrvririiiiieeeeee e et e e aaees 4
PREPARAREA PROBELOR......ccccititiiiireniereenerintiieereiirenesrssasesssssssesnnsssennns 5
SO [ PlASINIG ettt et e e e e 5
PROTOCOLUL DE LUCRU .....cccotummuniieiirrinenennneniiisnirieeensesssiessssseseessssssssens 5
Prepararea reagentilor......ccciv i 5
ProtoCOIUI ELISA ... ..cuieeieiieieee e 5
REZUNATE. .. et e et e e e e e e e e e e e e aeaeens 6
Interpretarea rezultatelor..... .. euueeeeiiieeeccccce e 6
GHID AL PROBLEMELOR.......ccccitttiimimmnniiniierenereennesiesesesesssansssssesssseseanes 7
Fara culoare sau reactie a standardelor.........ccoooevveveeeiiiieeeeeeeeeeeeee. 7
Valori reduse ale densitatii optice (OD) in citirea Controlului Pozitiv ........ 7

Valori crescute ale densitatii optice (OD) in citirea Controlului Negativ.... 7



\ AsurDx™ African Swine Fever (ASF) Antibody Test Kit Manual 10058-02; 10058-05
N ‘{I\
BroiSTONE *

’ INFORMATII GENERALE

Descrierea produsului

Kitul AsurDx™ African Swine Fever (ASF) Antibody Test Kit este conceput pentru detectarea anticorpilor
specifici virusului pestei porcine africane. Pesta Porcind Africani (African Swine Fever — ASF), este o boala
virals severd care afecteazi porcii domestici si silbatici. Aceastd boala animala transfrontalierd poate fi
réspanditd de porcii vii sau morti, domestici sau silbatici, sau de produsele din carne de porc. De
asemenea, transmiterea bolii poate fi realizata prin furaje sau prin materiale contaminate cum ar fi
incdltiminte, haine, vehicule, cutite, echipamente etc., din cauza rezistentei ridicate a virusului ASF la
mediul inconjuritor. Din punct de vedere istoric, au fost raportate focare in Africa si in anumite parti din
Europa, America de Sud si Caraibe. Recent (din 2007), boala a fost raportatd in mai multe tari din Africa,
Asia si Europa, atét la porci domestici, cat si la porci sdlbatici.

Virusul pestei porcine africane este un virus ADN rdspandit din familia Asfarviridae, care infecteazd, de
asemenea, si capusele din genul Ornithodoros. Desi semnele de ASF si pestd porcind clasicd (Classical Swine
fever — CSF) pot fi similare, virusul ASF nu are legdturd cu virusul CSF. Formele acute de ASF se
caracterizeaza prin febra ridicatd, depresie, anorexie si pierderea poftei de mancare, hemoragii la niveltul
pielii, avort la femelele insdrcinate, cianozd, vdrsaturi, diaree si moarte in 6-13 zile (sau pand la 20 de zile).
Formele subacute si cronice sunt cauzate de virusi cu o virulentd moderatd sau scazuta, care produc semne
clinice mai putin intense dar care se pot manifesta pe perioade mult mai lungi de timp. Simptomele bolii
cronice includ pierderea in greutate, febra intermitentd, semne respiratorii, ulcere cronice ale pielii si
artrita.

Suspiciunea virusului ASF poate fi sustinuta fn urma semnelor clinice, dar confirmarea trebuie facutd cu
teste de laborator, in special pentru a o diferentia de CSF. Kitul AsurDx™ African Swine Fever (ASF)
Antibody Test Kit detecteazd anticorpi ASF in serul / plasma de porc. Kitul AsurDx™ African Swine Fever
(ASF) Antibody Test Kit oferd o metoda de screening ELISA, simpld, rapidd, sensibild si eficienta din punct
de vedere al costurilor.

Prezentare generala a procedurii

Kitul se bazeazd pe metoda colorimetricd ELISA. Antigenul proteic viral ASF a fost cdptusit in godeurile
placii. Tn timpul analizei, se adaugd proba de ser / plasma diluata. Dacd anticorpii impotriva virusului ASF
sunt prezentiin proba, acestia se vor fixa de antigenul cdptusit. Anticorpul secundar, marcat cu peroxidaza,
vizeazd anticorpii anti-ASF, iar intensitatea culorii rezultatd dupa addugarea substratului, este legata de
cantitatea de anticorpi anti-ASF din proba.

Continutul kitului, depozitarea si perioada de valabilitate

Cu ajutorul kitului AsurDXTM African Swine Fever (ASF) Antibody Test Kit se pot testa 192 probe/controale
(Cat # 10058-02) sau 480 probe/controale (Cat # 10058-05). Reintroduceti toate micropldcile neutilizate in
punga de folie si sigilati-le cu desicantul furnizat in ambalajul original. Perioada de valabilitate a kitului este
de 18 luni dac3 produsul este depozitat corespunzator.
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Continutul Cat# Cat# . .
Kitului 10058-02 10058-05 Depozitare
Placd cdptusita cu antigen ASF 2 placi x 96-godeuri 5 pldci x 96-godeuri 2°-8°C
ASF Control Pozitiv (capac rosu) 1.8 ml 2x1.8ml 2°-8°C*
ASF Control Negativ (capac alb) 1.8 m 2x1.8ml 2°-8°C*
25X HRP-Solutie conjugat anticorp 1.25ml 2x1.25ml 2°-8°C*
ASF diluent probd A (culoare rosie) 12 ml 30 ml 2°-8°C
ASF diluent proba B {pudra) 2 pungi x7 mi 5 pungi x7 ml 2°-8°C
Diluent anticorp (culoare verde) 25 ml 60 ml 2°-8°C
20X Solutie de spilare 56 ml 120 ml 2°-8°C
Substrat TMB 24 mi 58 ml 2°-8°C
Solutie de stopare 24 ml 58 mi 2°-8°C

***IMPORTANT*** Dacd nu intentionati sé utilizati kitul pentru mai mult timp de o lund
calendaristicd, se recomandd depozitarea controalelor pozitive si negative si a 25X HRP-Solutiei
conjugat anticorp la -20°C sau intr-un congelator.

Specificitate (reactivitate incrucisata)

Acest kit poate detecta anticorpii ASF Ia porci.

Materialele necesare care nu sunt furnizate impreuna cu kitul

= Cititor de placi (450 nm)

»  Mixer vortex

s Pipete de 10, 20, 100 si 1000 uL, pipetd multi-canal de 50-300 puL (optional).

Avertismente si precautii

Biostone va recomanda cu insistentd sa cititi urmdtoarele avertismente si precautii pentru a v asigura c3
aveti cunostintd de tehnicile ELISA si alte detalii carora ar trebui sd le acordati atentie deosebitd cand
efectuati testul. Mai multe informatii gasiti in sectiunea Ghid al problemelor. Periodic, se fac optimizari si
revizuiri ale kitului si manualului. Prin urmare, este important sa urmati protocolul furnizat impreuna cu

kitul.

®  Nu utilizati kitul dupa ce perioada de valabilitate a fost depasita;

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

Nu utilizati reagentii de la alte kituri sau alte loturi. Reagentii si placile sunt specifici fiecrui lot sau
kit;

Asigurati-va ca anticorpul conjugat HRP si diluentul sunt amestecate in volume corecte;
Mentineti o temperatura de laborator / camerd de 20 ° - 25 ° C (68 ° - 77 ° F). Evitati efectuarea
testelor sub sau in apropierea orificiilor de ventilatie, deoarece acest lucru poate provoca ricirea
excesivd, Incadlzirea si / sau evaporarea. De asemenea, nu efectuati teste in lumina directd a
soarelui, deoarece acest lucru poate provoca caldura excesiva si evaporare.

Calitatea apei este foarte importantd; asigurati-va ca utilizati doar apa distilatd sau deionizat3;

Cénd pipetati probele sau reactivii intr-o placa goald, asezati varfurile pipetei in coltul

inferior al godeului, intrdnd in contact cu plasticul;

Incubarea pldcilor de testare trebuie programata cat mai precis posibil;
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»  Adiugati mai intdi controalele si apoi probele;

= Plicile trebuie pistrate intotdeauna in frigider (refrigerate) in saci sigilati cu desicant pentru a
mentine stabilitatea placii (placilor).

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

PREPARAREA PROBELOR

Ser/Plasma

Probele de ser sau plasma3 se dilueazi la o dilutie de 40 de ori folosind diluent ASF (de exemplu, 5 uL de ser /
plasma se adaugi la 195 L de diluent ASF pentru a obtine o dilutie 1:40). Efectuati dilutia la temperatura
camerei si apoi utilizati imediat. Depozitati orice alte probe de ser sau plasma la -20° C. Notd: controalele
pozitive si negative sunt gata de utilizare.

PROTOCOLUL DE LUCRU

Prepararea reagentilor

IMPORTANT: Toti reactivii congelati trebuie adusi la temperatura camerei nainte de utilizare {(1-2o0rela
20-25°C/ 68 - 77 ° F); Asigurati-vi c3 ati citit sectiunea "Avertismente si precautii” la pagina 4. Solutiile ar
trebui s3 fie pregitite chiar inainte de efectuarea testului ELISA. Toti reactivii trebuie amestecati prin
inversare inainte de utilizare. Nu intoarceti varfurile de pipetd folosite sau reactivii utilizati in tuburile /
sticlutele originale. Utilizati recipiente de unic folosintd atunci cdnd manipulati reactivii pentru a minimiza
riscul de contaminare.

A. Prepararea solutiei de spalare 1X

Se amestecd 1 volum de solutie de spalare 20X cu 19 volume de apd distilata.
B. Prepararea a 1X HRP-Solutie conjugat anticorp

Amestecati 1 volum de 25X HRP-Solutie conjugat anticorp cu 24 de volume de Diluent Anticorp.
C. Prepararea Diluentului proba ASF

Pentru a pregiti Diluentul probd ASF, turnati un flacon de Diluent probd ASF B pulbere intr-un flacon de
Diluent probd ASF A si amestecati flaconul, prin agitare, timp de 30 de secunde. Diluentul de proba ASF
preparat poate fi depozitat la 2 ° - 8 ° C pand la 2 sdptdmani. Pentru depozitarea pe termen lung, Diluentul
proba ASF preparat poate fi depozitat la -20 ° C sau intr-un congelator.

Protocolul ELISA

Cantitatea de reactivi necesara pentru o singurd reactie este prezentata in tabelul de mai jos.

Component Volum per godeu
Proba/Control Pozitiv/Control Negativ 100 uL
1X HRP-Solutie conjugat anticorp 100 uL
1X Solutie spalare 2mL
Substrat TMB 100 uL
Solutie de stopare 100 uL

Noti: Toate probele si controalele trebuie s fie efectuate in doua exemplare
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1. Aduceti placa céptusita cu antigen ASF si toti reactivii la temperatura camerei timp de cel putin o
ora.

2. Addugati 100 plL ASF Control Pozitiv / godeu in doud godeuri ale plicii.

3. Addugati 100 pulL ASF Control Negativ / godeu in doud godeuri ale plicii.

4, Addugati 100 pl de probd de ser / plasma diluata anterior (1:40) in fiecare godeu.

5 Acoperiti placa cu folie si incubati timp de 30 de minute in incubator la temperatura de 37 ° C.

6 Goliti solutiile din godeurile placii.

7. Spdlati placa prin addugarea a 250 pL de solutie de spalare 1X in fiecare godeu al plicii. Aruncati
solutia de spalare si uscati placa pe prosoape de hértie. Repetati de incd patru ori pentru un total de
cinci spalari.

Efectuati imediat urmdtorul pas. Nu lisati placa sé se usuce.

8. Addugati 100 ul din 1X HRP-Solutia conjugat anticorp in fiecare godeu al placii. Acoperiti placa cu
folie si incubati timp de 30 de minute in incubator la temperatura de 37 ° C.

9. Spdlati placa prin addugarea a 250 ul de solutie de spdlare 1X in fiecare godeu al plicii. Aruncati
solutia de spdlare si uscati placa pe prosoape de hartie. Repetati de incd doud ori pentru un total de trei
spalari.

10.  Se adaugd 100 plL de Substrat TMB in fiecare godeu al pldcii. Se acoperd placa cu folie si se
incubeaza timp de 15 de minute la temperatura camerei.

11.  Addugati 100 pl solutie de stopare in fiecare godeu. Cititi placa cat mai curand posibil pe un cititor
de pldci la o lungime de unda de 450 nm.

Rezultate

A. Se mdsoard densitatea opticd (OD) a godeurilor la 450 nm in decurs de 15 minute dupd ce dezvoltarea
culorii a fost oprita.

B. Se calculeazd densitatea opticd medie a controlului pozitiv (PC) si media densitdtii optice a controlului
negativ (NC).

C. Se calculeaza procentul de pozitivitate (PP) al tuturor probelor, exprimat ca procent de pozitivitate (PP) in
raport cu densitatea opticd medie a Controlului Pozitiv, dupd cum urmeaza:

0D450 proba

Procentul de pozitivitate (%) = x 100
medie OD450 Control Pozitiv

Interpretarea rezultatelor

A. Procentul de pozitivitate al Controlului Negativ trebuie sa fie <20%

B. Media Densitatii Optice a Controlul Pozitiv trebuie sd fie > 0.5

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

C. Probele de ser /plasma de porc

PP < 20% (negativ); Anticorpii ASF lipsesc in proba de testare.

PP > 25% (pozitiv); Anticorpii ASF sunt prezenti in proba de testare.

20% = PP > 25% probe suspecte, se recomanda retestarea la 1-2 saptamani
Nota: Probele pozitive trebuie confirmate cu o a doua metoda.
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GHID AL PROBLEMELOR

Nu se dezvolti culoare sau reactie a standardelor

Cauze posibile

]

Recomandare

Reactivii au fost folositi in ordine
gresitd 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 ca anticorpul secundar i
diluentul sunt amestecate in volume corecte.

Substratul TMB a fost deteriorat,

Utilizati un nou substrat TMB.

Valori reduse ale densititii optice (OD) in citirea Controlului Pozitiv

Cauze posibile

Recomandare

Reagenti expirati sau apartinand
unui lot diferit

Verificati data expirarii si numarul lotului.

Solutia de spalare fost preparata
incorect,

Utilizati solutia de spalare din kit si asigurati-va c4 a fost preparata corect.

Au fost folosite prea multe cicluri de
spalare

Aplicati numarul de cicluri de spalare prevazute in kit

Timpul de incubare a fost prea scurt

Cronometrati fiecare placa separat pentru a va asigura ca respectati timpul de incubare,
urmariti protocolul de lucru.

Temperatura din laborafor a fost
prea scazuté

Mentineti temperatura din laborator intre 20-25°C. Nu efectuati testul in apropierea
instalatiei de aer conditionat sau l&nga ferestre reci.

Reagentii si placile au fost prea rec

Asigurati-va ¢ reagentii au atins temperatura camerei. Scoateti reagentii din cutie si
tineti-i la temperatura camerei cu cel putin o ora inainte de lucru

S-a citit la 0 lungime de unda gresita
sau cititorul este defect

Asigurati-va ca se citeste la lungime de unda de 450 nm si
Verificati calibrarea aparatului si alinierea filtrelor.

it placa inca o data. |

Kitul a fost supus unui stres excesiv.

Verificati de cate ori a fost scos kitul din frigider. Verificati dac kitul a stat la temperaturi
extreme un timp prea indelungat.

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

Puneti placa la frigider doar in punga sigilata fmpreun cu desicantul pentru mentinerea
stabilitatii. Pentru a preveni formarea condensului, [4sati placa sa ajunga la temperatura
camerei in ambalajul sau, sigilata.

Valori crescute ale densititii optice (OD) in citirea Controlului Negativ

Cauze posibile

Recomandare

Solutia de spalare a fost diluaté in
apa de slabd calitate

Dac3 calitatea apei este discutabild, niocuiti sursa de apa distilata

Solutia substrat s-a deteriorat

Substratul trebuie sa fie incolor fnainte de aplicare

Spalarea a fost insuficienta sau
spalatorul are performante reduse

Aplicati numarul de cicluri de spalare prevazuti in instructiuni. Asigurati-va ca fiecare
godeu este spalat cu cel putin 250 il solutie de spalare. Verificati functionarea corecta a
spalatorului, daca curge sau daca aspirarea este corecta.

Cititorul nu functioneaza
corespunzator sau nu face blanc.
Aceasta se intdmpld atunci cénd
culoarea este slaba dar apar valori
OD mari

Verificati functionarea cititorului cu ajutorul placii de calibrare, verificati alinierea filtrelor.
Verificati modul de efectuare al blancului si face blanc din nou daca este posibil.

Temperatura din laborator este prea
mare

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

Reagenti au fost amestecatfi,
contaminati sau preparati incorect

Asigurati-va c& se folosesc reagenti corespunzatori si ¢4 solutiile au fost preparate corect
si nu existd contaminare.

@ |
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