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Kitul de testare AsurDxTM Bluetongue Virus (BTV) Antibodies cELISA Test Kit este destinat doar pentru cercetarea de
laborator. Cu exceptia cazului in care se indic4 altfel, acest produs NU va fi utilizat pentru diagnosticul clinic.

Biostone Animal Health nu oferd niciun tip de garantie, expresa sau implicitd, cu exceptia faptului c materialele din care sunt
fabricate produsele sale sunt de calitate standard. Nu existd nicio garantie a comercializdrii acestui produs sau a competentei
produsului folosit in orice scop. Biostone Animal Health nu este raspunzitoare pentru daune, inclusiv daune speciale, consecinte
sau cheltuieli care rezultd direct sau indirect din utilizarea acestui produs.
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INFORMATII GENERALE

Descrierea Produsului

Kitul AsurDxTM Bluetongue Virus (BTV) Antibodies cELISA Test este conceput pentru detectia anticorpilor specifici
tuturor serotipurilor de virus bluetongue (BTV - virusul limbii albastre) in probele de ser de la bovine, caprine, ovine
sau cerbi. Virusul bolii limbii albastre (BTV) este transmis de catre musculitele Culicoides imicola, Culicoides
variipennis si alte culicoide. Boala limbii albastre, cauzata de acest virus, este 0 boald viralda a rumegatoarelor,
transmisa de insecte si non-contagioasa. Speciile afectate sunt, in principal, ovinele, si, mai rar, bovinele, caprinele,
cerbii, dromaderii si antilopele. La ovine, virusul bolii limbii albastre provoacd o boald acutd cu morbiditate si
mortalitate ridicata. Semnele majore ale acestei boli sunt febra ridicata, salivatia excesiva, inflamarea fetei, a limbii si
cianoza limbii. Din cauza limbii si a buzelor inflamate, aspectul fizic al animalului este modificat, limba modificandu-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. Acest test
permite detectarea speciala 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 necesitd o etapa de pre-diluare a
probelor. AsurDxTM Bluetongue Virus (BTV) Antibodies cELISA Test Kit oferd o metoda ELISA de screening simpla,
rapida, sensibild si specifica, bazata pe enzime.

Rezumatu:lfaF?roc"’e'dﬂrii‘" ~

Metoda se bazeazé pe metoda ELISA de blocare colorimetrica. Antigenul BTV VP 7-a fost captusit in godeurile placii.
in timpul analizei, se adaugé proba de ser si conjugatul anticorp monoclonal an jotin. Daca in proba
sunt prezenti anticorpi impotriva BTV, acesta va concura cu conjugatul anti-BTV mAb-Biotin& pentru a se fixa de
antigenul BTV VP7 captusit. Dupa mai multe spalar, pentru a elimina substantele n ,-8e adauga conjugatul
Streptavidin-HRP. Compusul anti-BTV mAb-Biotin - Streptavidin-HRP se va fixa. de situsurile antigenice. Dup&
incubare, excesul de Streptawdln HRP este eliminat printr-o a doua spélare si fixarea acestora este revelatd cu
ajutorul substratuli TMB. Tn urma acestei incubatii, portiunea enzimatica a conjugatului, dacd este prezents,
reactioneaza cu substratul si se dezvoltd o culoare albastra. Reactia este apoi opritd (culoarea se schimba de la
albastru la galben) si se citesc densitatile optice. Intensitatea culorii permite determinarea starii probei testate. O
probd puternic pozmva va indica o reactle slaba (galben pal), in timp ce o proba negativa va indica o, reactie

puternica (galben inchis)- Toate nuantele de galben intre-inchis si pal reprezmta diferite grade de pozmwtafe

Continutul Kitului; de ozitarea”’ i durata de valabilitate

Din Kitul AsurDx™ Bluetongue Virus (BTV} Antibodies cELISA Test Kit se pot testa 192 teste/controale (Cat #
10049-02) sau 450 teste/controale (Cat # 10049-05).

Reintroducei toate microplécile neutilizate Tn punga de folie si sigilati-le cu desicantul furnizat in ambalajul original.
Perioada de valabilitate este de 18 luni, respectandu-se conditiile corespunzitoare de depozitare.

Continutul kitului Cat # 10049-02 Cat # 10049-05 Conditii de depozitare
Placa captusitd cu antigen BTV VP7 2 x 96-godeuri pe placd | 5 x 96-godeuri pe plac 2°-8°C
BTV Control Pozitiv (cap rosu) 1.25 mL 2X1.25mL 2°-8°C*
BTV Control Negativ (cap alb) 1.25 mL 2X1.25mL 2°-8°C* A/
25X Anti-BTV mAb-Biotin Conjugat 0.75 mL 1.5 mL 2°-8°C* |
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Streptavidin-HRP Conjugat 24 mL 58 mL

BTV Diluent proba (culoare verde) 24 mL 58 mL 2°-8°C -
20X Solutie de Spalare 56 mL 120 mL 2°-8°C.
TMB Substrat 24 mL 58 mL 2°-8°C
Solutie de Stopare 24 mL 58 mL 2°-8°C

**IMPORTANT** Dacad nu intentionati sa utilizati kitul pentru mai mult timp de o lund
calendaristicd, se recomanda depozitarea controalelor pozitive si negative, a conjugatului 25X
Anti-BTV mAb-Biotin si a conjugatului Streptavidin-HRP Iz -20 ° C sau intr-un congelator.

Specificitate (reactivitate incrucigqgé)

BTV in probele de ser provenite de la bovine, caprine,
animalinfectate cu EHDV.

Kitul poate detecta anticorpi impotriva tuturor :
ovine sau cerbi si nu are reactivitate incrucwaté

Materialele necesarex&a nu sunt

Cititor de placi (450 nm)
Mixer vortex S ‘

Pipete de 10, 20,100 §| 10@0 pL, plpeté multl-canal de 50-300 uL (optlona1)
Incubator37°C

Cronometnu - tempenzator

Apa deionizata sau distilata

Varfuri de plpeté (de culoare galbené)

Folie de aluminiu

Piseté, magina manuaié despélat sau spalator de placi automat
Prosoape de hartie.

ni\;ate imp "t;ep‘ 3 aeci,u kitul

Avertisyment‘e;m i

= Biostone va recomanda cu insistent sa cititi urmétoarele avertismente si br’ét:é‘tjt,ii‘pentru a va asigura ca
aveti cundstinta 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 si ale manualului. Prin urmare, este important s& urmati protocolul fumizat impreuna cu
kitul.” ’

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

. Utlhzap cele doua controale, pozitiv si negativ, cu gnja

»  Nu utilizati reagentii de la alte kituri sau alte loturi. Reagentii si placile sunt spemf ci fiecarui lot sau kit;

= Mentineti o temperatura de laborator / camera de.20 ° -25°C(68°-77°F). Evitalj efectuarea testelor sub
sau Tn apropierea orificiilor de ventilaie, deoarece acest lucru poate provoca récirea excesiva, incélzirea si /
sau evaporarea. De asemenea, nu efectuati teste T lumina-directd a- soarelui, 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 programaté cat mai precis posibil;

»  Adaugati mai intéi controalele si apoi probele;

«  Plicile trebuie pastrate 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 ambalarii. |
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Prepararea Probelor
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Probele de ser sunt gata de utilizare pentru testul ELISA. Depozitati toate probele de ser neutilizate la -20 ° C.

Protocolul de testare

Prepararea reagentilor

i inte de utilizare (1 - 2 ore la 20
i" de la pagina 2. Solutjile ar
amestecati prin inversare
/ sticlutele originale.
e contaminare.

IMPORTANT: Toti reactivii
-25° C/68 17° F) Asug,

inainte de utlllzare Nu puneti 95rfunle de plpeté foloéﬂe sau reactlvn ut|||zat| mapot
Utilizati recipiente de unit:é folosm;é atunci cand manlpulatl reactivii pentru a minimiza ris

A. Pregitirea el de spiilare 1X
Amestecay vofum de Solutle de Spaiare 20X ou 19 volume de apé distilats.

A Prepararaa Canjugatului Anti-BTV mAb-Biotin 1X

Amestecay 1 volum Conjugat 25X Anti-BTV mAb-Biotin Conjugate cu 24 vol I ,’fi’luant Proba.

Protocolul ELISV

Cantitatea de reactivi necesari pentru 0 singura reactie este prezentata in tabelul%d mal"zf 0S.

= Component

Pozitiv Control/Negativ Control 50 pL
Proba 20 uL

BTV Diluant Proba 30 pL

1X Anti-BTV mAb-Biotin Conjugat 50 pl
Streptavidin-HRP Conjugat 100 pl

1X Solutie de Spalare ' 2mL
TMB Substrat 100-uL
Solutie de spalare _ 100 uL

Nota: Toate probele si controalele trebuie sa fie efectuate in doud exemplare

1. Aduceti Placa captuglta cu antlgen BTV VP7 si toate componentele kltulm la temperatura camerei timp de cel
putin o ord.

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

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

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




7. Acoperiti placa cu folie si incubati timp de 30 de minute in incubator fa 37 ° C. e

8. indepartati solutia din godeuri. Se spala placa prin adiugarea a 250 pL de Solutie de Spélare 1X in fiecare "
godeu al placii. Se arunc solutia de spalare si se usucé placa pe prosoape de hértie. Repetati de inca patru ori
pentru un total de cinci spélari.

Efectuati imediat urmatorul pas. Nu lasati placa sé se usuce.

9. Adaugati 100 L din Conjugatul Streptavidin-HRP in fiecare godeu al placii..

10. Acoperiti placa cu folie si incubati timp 37°C.

11. Spalafi placa prin adaugarea
spélare si se usuca placa

| placii. Se arunca solutia de
1total de trei spalari.

12. Adaugatj 100 pL din
13. Addugati 100 p

Bﬂlta—te'-e— dog

c g

A.  Se mésoara dens:tatea optlcé (IQO) a godeurilor la 450 nm in decurs de 15 minut
fost oprita. e

B. Se calculeaza
(CN). ' :

C. Se calculeaza Pmoen‘tui de 1nh1b|§|e (Pl) pentru toate probele dupé cum urmeaz

opﬁcé medie a Controlulun Pozmv (CP) si med|ai ! y Controlului Negativ

P DO450 proba
Procentul de inhibitie (%) = [1- ( )] x 100
media DO450 Control Negativ

Result Intergretatm

A.  Media DO a controlului negativ trebuie s fi e>0 5; Procentul de Inhlbi’ge (%) al Controlulm Pozitiv trebuie sa fie
=60%

Nota: Neindeplinirea oricaruia dintre aceste criterii este un motiv pentru a renunta la rezultatele runde/ de testare.

B. Pentru probele de bovme caprine, ovine sau cerbl

Pi < 50% (negativ): Anticorpii BTV lipsesc din proba de testare. -

P! 2 50% (pozitiv); Anticorpii BTV sunt prezentj in proba de testare..

Nota: 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 fost folositi in ordine gresita sau s-a
omis un pas.

Urmati protocolul cu atentie si repetafi testul.

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

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

Substratul TMB a fost deteriorat.

Utilizati un nou substrat TMB.

I Valori reduse ale densitatii o

ptice (DO) in citirea Controlului Pozitiv

Cauze posibile

Recomandare

Reagenti expirati sau apartindnd unui ot difenit

Verfficali data expirani si numarul Jotului.

Solutia de spalare fost preparatd incorect.

Utilizafi solutia de spalare din kit si asigurati-va ca a fost preparata corect.

Au fost folosite prea multe cicluri de spélare

Aplicati numarul de cicluri de spalare prevazute in kit

Timpul de incubare a fost prea scurt -

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

Temperatura din laborator a fost prea scézuta

Mentinefj temperatura din laborator intre 20-25°C. Nu efectuall testul in
apropierea instalatiei de aer conditionat sau langé ferestre reci.

Reagentii si plcile au fost prea reci

Asigurati-va c reagentii au atins temperatura camerei, Scoateti reagenti din
cutie §i tineti-i la temperatura camerei cu cel putin o ora inainte de lucru

S-a citit la 0 lungime de undé gresité sau cititorul
este defect

Asigurati-va ¢ se citeste la lungime de unda de 450 nm si cititi placa incé o
dath; Verificati calibrarea aparatului si alinierea filtrelor.

Kitul a fost supus unui stres excesiv.

Verificali de cate ori a fost scos kitul din frigider. Verificat daca kitul a stat la
temperaturi extreme un timp prea indejungat.

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

Puneti placa la frigider doar in punga sigilats impreund cu desicantul
pentru mentinerea stabilitatii. Pentru apreveni formarea condensului, lasati

I Valori crescute ale densitatii

placa s3 ajunga la temperatura camerei in amba!a;ulséu sigilata.

Cauze posibile

optice (DO) in citirea Controlului Negativ
Recomandare ‘ '

Solutia de spalare a fost diluaté in apa de slaba
calitate

Daca calitatea apei este discutabila, Tnlocuifi sursa de apa distilata

Solutia substrat s.a Geteriorat

Substratul trebuie sa fie incolor inainte de aplicare

Spélarea a fost insuficientd sau spalatorul are
performante reduse

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

Cititorul nu funcfiongazé corespurizator sau nu
face blanc. Aceasta se intampla atunci cand
culoarea este siaba dar apar valori OD man

Verificati functionarea cititorului cu ajutoru“i plicii de calibrare, verificati
alinierea filtrelor. Verificati modul de efectuare al blangului 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 caldurd sau in lumina solara directa.

Reagentii au fost amestecati, contaminafi sau
preparali incorgct

Asigurati-vd cé se folosesc reagenti corespunzatori $i ca solutiile au fost
preparate corect $i nu exista contaminare.
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Appendix 1 / Anexa 1

Labels / Etichete producator si traducere

Eticheta exterioara kit si traducere

.
AsurDx™ Bluetongue Virus (BTV) AsurDx™ Bluetongue Virus (BTV)
Antibodies cELISA Test Kit Antibodies cELISA Test Kit
Cat. No.: 10049-05 (5 x 96 wells) Cat. No.: 10049-05 (5 x 96 godeuri)

STORAGE: 2°-8° C A SE DEPOZITA: 2°-8

Batch no.: BY7620 Lot nr.: BY7620
Exp.: 31-January-2022 “«48 Dati expirare.: 31-ianuarie-2022

BIOSTONE™

ANIMAL HEALTH

Biostone Animal Health LLC Biostone Anhnal Health LLC
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AsurDx™
1Y
BIOSTONE " BTV VP7
Antlgen-coated plate
Lot: BY4925 Exp: 31-Jul-2022
AsurDx™
<Al
BlOSTONE ™ BTV VP7
Antigen-coated plate
Lot: BY4925 Exp: 31-Jul-2022
it Asurbx™
. Bjos§
- MOSTONET B Substrate
Lot: TOB15 Exp: 30-Sep-2022
N R AsurDx™
<4\
BIOSTONE™ BTV VP7
Plac# cdptugité cu antigen
Lot: BY4925 Exp: 31Jul-2022
AsurDx™
T L)
BIOSTONE" BTV VP7
Placd captusit cu antigen

Lot: BY4925 Exp: 31.Jul-2022

a AsurDx™

SroNe”
: TMB Substrat
Lot: T0815 Exp: 30.Sep.2022

Appendix 1/ Anexa 1

Labels / Etichete producator si traducere

Etichete componente kit producétor

AsurDx™ AsurDx™
CT A% TRy

BioSToNE™ BTV VP7 BIOSTONE ™ BTV VP7?
Antigen-coated plate Antigen-coated plate
Lot: BY4925 Exp: 31-Jul-2022 Lot: BYA925 Exp: 31-Jul-2022

AsurDx™
BTV

AsurDx™
r21) TR
RIQSTONE ™ BTV BIOSTONE”
Assay Diluent

Lot: BY?615 Exp: 31-Jan-2022 Lot: BY7618 Exp: 31-Jan-2022

can Asurbx™

BIOSTONE"
Stop Solution
Lot: S0612 Exp: 30-5ep-2022

Traducere
Asurbx™ AsurbDx™
<4y <48
BIOSTONE ™~ BTV VP7 RIOSTONE " BTV VP7
Placa céptugita cu antigen Placa céptusgits cu antigen

Lot: BY4925 Exp: 31-Jul-2022 Lot: BY4925 Exp: 31Jul-2022

R AsurDx™ : AsurDx™
<48 PTLY
ROSTONF " BTV ROSTONE ™ BTV

Diluent proba

- i t
Lot: BY7615 Exp: 31Jan-2022 streptavldln HRP Conjuga

Lot: BY7619 Exp: 31-Jan-2022

an AsurDx™

Brostane Solutie de stopare

Lot: 50612 Exp: 30-Sep-2022

Streptavidin-HRP Conjugate

AsurDx™
a8
BIOSTONE ™ BTV VP7
Antigen-coated plate
Lot: BY4925 Exp: 31-Jul-2022
an AsurDx™
BrosTone” 20x
Wash Solution
Lot: W072 Exp: 30-5ep-2022
AsurDx™
‘4N
ROSTONF " BTV VP7
Piaca cAptusité cu antigen
Lot: BY4925 Exp: 31-Jul-2022
Lar Asu er“"
RioSTONE *

Solutie de spilare
Lot: WO72 Exp: 30-Sep-2022

4gd 73 of 102



Appendix 1 / Anexa 1

Labels / Etichete producator si traducere

Etichete componente kit producitor

n AsurDx™ n AsurDx™ ﬂ AsurDx™ AsurDx™ AsurDx™
vt BTV v BTV v BTV ,?, BTV “? BTV
Negative Control Negative Contro! Positive Control ’ Positive Control 25X Anti-BTV mAB-Biotin Conjugats
Lot: BY7613 Exp: 31-Jul-2022 Lot: BY7613 Exp: 31-Jul-2022 Lot: BY7613 Exp: 31-Jul-2022 Lot: BY7613 Exp: 31-Jul-2022 Lot BY7614 Exp: 31-Jul-2022
Traducere
AsurDx™ AsurDx™ AsurDx™ AsurDx™ Asurbx™
i BTV £ BTV L) BTV L S T, v.e BTV
Control Negativ Control Negativ Control Pozitiv . ontro I 0Z| 25X Anti-BTV mAB-Biotin Conjugat
Lot: BY7613 Exp:g}‘l,lul.zon Lot: BY7613 Exp: 31Jul-2022 Lot: BY7613 Exp: 31-Jui-2022 Lot: BY7613 Exp: 31-Jul-2022 Lot BY7614 Exp: 31-Jul-2022
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