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INTRODUCERE

Rabia este o boald virala fatald care apare la cameni si animale. Boala este cauzatd de
virusul rabiei foarte neurotrop. Virusul se transmite Tn mare parte prin contact apropiat cd
saliva infectatd a animalelor infectate cu rabie prin muscaturi sau zgarieturi si apoi pe calea
neuronald catre SNC, provocand encefalopatie si, in final, moarte.

Cele mai mulie animale infectate sunt carnivorele domestice si salbatice. Pentru eradicarea
rabiei in carnivorele silbatice se utilizeaza imunizarea orald in muite {ari. Estimarea
seroprevalentei la populatia vaccinata este una dintre metodele de evaluare a eficacitatii
imunizarii orale.

Kitul ELISA Rabies a fost dezvoltat pentru detectarea anticorpilor impotriva rabiel la
carnivorele domestice si salbatice si a fost vaiidat cu probe de ser de la vulpe si caine. Va
recomandam sa utilizati acest test ELISA pentru detectarea anticorpilor impotriva rabiei la
vulpi. Aceastd metoda este rapida si simpla si, in comparatie cu metodele ,standard de aur®,
cum ar fi FAVN sau RFFIT, este mai convenabild, deoarece, de multe ori, calitatea probelor
de ser de vulpe poate fi scizut3 prin contaminarea bacteriana, autoliza sau {estarea fluidelor
corporale.

PRINCIPIUL TESTULUI ’

Godeurile de microplici sunt tapetate cu antigen rabic. Probele diluate sunt incubate in
godeuri. Dup3 spalare, se adaugd in godeuri anticorp anti-rabie biotinilat. Daca proba
investigata contine anticorpi anti-rabie specifici, acestia blocheaza legarea anticorpilor anti-
rabie biotinilaii cu antigen rabic tapetat. Daca proba investigatd nu contine anticorpi specifici
anti-rabie, anticorpii anti-rabie biotinilati formeaza un complex antigen - anticorp biatinilat’
Dupa spalare, in godeuri se adaugé conjugat de Streptavidind peroxidaza. Streptavidina
peroxidaza se va lega de complexul antigen - anticorp biotinilat. Dupa o altd etapa de
spalare, solutia de substrat (TMB) este adaugata in godeuri, formand compusul albastru care
devine galben dupa inhibarea reactiei. Intensitatea culorii este citita la 450 nm, iar sc3derea
intensitatii in comparatie cu controlul negativ este proportionald cu cantitatea de anticorpi
blocanti din proba investigata.
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Manual ELISA Rabia

REACTIVI §

Kitul t\gs‘c; & pastrat intr-un loc uscat si intunecat, la 2 - 8°C.

Y PENTRY

90

icropléci tapetate cu virus rabic

Ser de control pozitiv la virus rabic

Ser negativ de control

Ser de control la virus rabic 1

Ser de control la virus rabic 2

Ser de control la virus rabic 3

Diluant proba (gata de utilizare)

Diluant pentru anticorp biotinilat (gata de utilizare)
Anticorp anti-rabie biotinilat (100x concentrat)

Diluant pentru conjugat de Streptavidiné peroxidaza
(gata de utilizare)

Conjugat de Streptavidina peroxidaza (100x concentrat)
Substrat TMB (gata de utilizare)

Solutie de stopare; 0,5M H2804 (gata de folosire)
Solutie de spalare (10x concentrata)

Folii adezive

MATERIAL NECESAR DAR CARE NU ESTE INCLUS IN KiT

El

2 placi x benzi de 96 de godeuri

1 flacon (0,6 ml), capac rosu

1 flacon (0,6 ml), capac albastru

i flacon (0,3 ml), capac negru

1 fiacon (0,3 ml), capac alb

1 flacon (0,3 mi), capac transparent
1 sticla (15 mi) /

1 sticla (30 ml)

1 flacon (0,3 ml), capac galben

1 sticla (30 ml)

1 flacon (0,3 ml), capac verde
1 sticla (30 ml)

1 sticla (15 ml)

1 sticla (250 ml)

6 folii

Micropipete de precizie si micropipete multicanal pentru volum de la 10 1a 1000

Varfuri de unicé folosinta pentru pipeta 10-1000 ul

Sistem de spalare manual sau automat de microplaci

Cititor de microplaci, filtru 450 nm

\ortex, agitator orbital
incubator (37 °C)

Flacon gradat (50-1000 ml)
Tuburi de centrifugare

Ap4 distilata sau deionizata

PRECAUTH PENTRU UTILIZARE

Pastrati toti reactivii la 2 - 8°C.

Toti reactivii kitului trebuie 1asati s ajunga la temperatura camerei (18 - 25°C)
inainte de utilizare, cu exceptia anticorpului biotinilat i a conjugatului de Streptaviding

peroxidaza.

Luati Tn considerare orice material care intré direct in contact cu probele si reactivii ca

find material potential infectios.

Evitati contactul substratului TMB cu pielea, membranele mucoase si cu ochil.
Purtati manusi de unica folosinta atunci cand manipulati probe si reactivi.

Nu pipetati cu gura.
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»  Utilizati noi varfuri de unicé folosintd pentru fiecare proba investigata.

= Nu utilizati reactivi dupa data de expirare a acestora si nu amestecai reactivi di
diferite. )

v Solufia de stopare contine acid {0,5M H2S04), care poate provoca arsuri grave. inca
contact cu pielea si ochii, spalati imediat cu muita apa si consultati un medic.

* Pentru prepararea solutiei de spalare trebuie utilizatd apa distilatd sau deionizata de i
huna calitate.

=  Evitati formarea de spumd si bule prin pipetare si spalare atenta.

= |n timpul procedurii de test, placa nu trebuie s& se usuce niciodatd. Daca procedura de
testare este intreruptd din orice motiv, l3safi godeurile pldcii umplute cu solutie de
spalare.

» Protejali substratul TMB de lumina directa si agenli oxidan{i. Ulilizati numai sticla sau
plastic curat de laborator cu suport TMB. Nu utilizati substrat TMB de culoare albastra
inainte de a fi distribuit in godeuri.

» inainte de a arunca toate materialele si produsele de unicé folosinta folosite, acestea
trebuie decontaminate fie prin imersiune timp de cel putin 1 ord in hipoclorura de sodiu
proaspat preparata 5%, fie prin autoclavare la 121°C timp de minim 301 minute.

PREPARAREA REACTIVILOR

Pregatirea microplécilor

Microplacile trebuie lisate sa ajunga la temperatura camerei (18-25°C) inainte de utilizare.
Fasiile neutilizate deschise pot fi depozitate intr-o punga de plastic inchisa cu sac desicant la
2 - 8°C in conditii de intuneric, timp de cel mult o funa.

’
*

Solutie de spalare

Solutia de spalare concentratd (10x) trebuie adusa la temperatura camerei nainte de
utilizare. Aceasta poate forma cristale la 2 - 8°C, care vor dispérea la temperatura camerei
(18 - 25°C). Dacé nu dispar, solutia trebuie ldsata la temperatura camerei mai mult timp, sau
este posibiia Incilzirea solutiei la 3722°C si agitati usor pand céand toate cristalele vor fi
dizolvate.

Pentru a prepara solutia de spalare amestecati 1 volum de solutie de spalare concentrata
(10x) cu @ volume de apa distilata sau deionizata (de exemplu, 50 ml de solutie de spalare
concentrata (10x) addugati la 450 ml de apa distilatd sau deionizata).

Anticorp anti-rabie biotinilat

Se dilueaza anticorpul anti-rabie biotinilat concentrat la 1/100 in Diluant pentru anticorp
biotinilat. (de exemplu, cantitatea necesara pentru o placa este reprezentatd cu un amesteé
de 110 ul anticorp bictinilat concentrat anti-rabie si 11 mi Diluant pentru anticorp biotinilat).
Tnainte de pregétirea dilutiei de lucru, anticorpul anti-rabie biotinilat concentrat trebuie sd fig
amestecat la voriex.

Dilutia de lucru pregatitd a anticorpului trebuie utilizata in decurs de 8 orel

H

Conjugat de Streptavidina peroxidaza ,
Se dilueaza conjugatul de Streptavidina peroxidaza concentrat la 1/100 in diluant pen’tru'
conjugatul de Streptavidind peroxidaza (de exemplu, cantitatea necesara pentru o placé este
reprezentatd cu un amestec de 110 pl concentrat biotinilat de Streptavidina peroxidaza
conjugat si 11 mi Diluant pentru conjugatul de Streptavidina peroxidaza).
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\\ Manual ELISA Rabia

lgéﬁrea dilutiei de lucru, conjugatul concentrat de Streptavidind peroxidaza
stecat Tn vortex.
jucru pregatita a conjugatului Streptavidind peroxidaz trebuie utilizatd Tn decurs de 8

Tnainte da’
r
trebuie @i

£

PREPARAREA PROBELOR
Probele de ser investigate trebuie diluate la 1/2 in diluant pentru probé (de ex. 80ui + 60ul)
Tntr-o placd dummy sau In microtuburi. Serul de control pozitiv, serul de control negativ si
serul de contro! trebuie diluate in acelasi mod ca probele de ser.

Observatie:
1. Ca o placd dummy, poate fi utilizatd orice microplacad cu un nivel scazut de legare &
proteinelor.

2. De asemenea, este posibil s& se dilueze controale $i probe de ser direct in placa. Se
distribuie 50 pl de diluant pentru prob# pe godeu si apoi se distribuie 50 ul de ser de
control pozitiv, ser de control negativ si ser de control in godeuri adecvate. Apoi se
distribuie 50u! de probe de ser in godeurile ramase.

PROCEDURA DE TESTARE

1. Incubatia serurilor investigate si de control

Nota: Toate serurile de control trebuie amestecate la vortex inainte de distribuire.

1.1 Se distribuie 100u! de ser de control pozitiv diluat in godeurile A1lsiB1.

1.2 Se distribuie 100yl de ser de control negativ diluat in godeurile A2 si B2.

1.3 Se distribuie 100pi de ser de control diluat 1 la godeul C1.

1.4 Se distribuie 100p1 de ser de control diluat 2 la godeul D1.

1.5 Se distribuie 100p! de ser de control diluat 3 la godeul E1.

1.6 Se distribuie 100u] de probe de ser diluate In godeurile ramase.

1.7 Acoperiti placa cu folie adeziva gi incubati peste noapte (18 - 24 ore) la 2 - 8°C
scuturand usor pe agitatorul orbital,

1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12

A PC |NC |10

8 PC [NC | 11

C [CS1|4 12 ;
D [C82(5 13

E |CS3|6

F 1 7

G |2 8

H |3 9

M288.02—1.1e-0118 paginab -



OK, SRV
3P0

2. Incubatie cu anticorp anti-rabie biotinilat =N
2.1 Scoateli folia de pe placd, goliti continutul placii si spalati-o de 6 ori cu so de
spalare. Apasati ferm placa pe hartia absorbanta dupa ultima etapa de spalare.

2.2 Distribuiti anticorp anti-rabie biotinilat diluat 100u! per godeu.
2.3 Acoperiti placa cu folie adeziva si incubati 30+1 minute la 37 + 2°C cu agitare usoara
pe agitatoru! orbital. ’

3. Incubatia cu conjugat de Streptavidina peroxidaza
3.1 Scoateti folia din placa, goliti continutul placii si spalati-o de 4 ori cu solutie de spalare.
Apasati ferm placa pe hartia absorbantd dupa ultima etapa de spalare.
3.2 Distribuiti conjugat de Streptavidina peroxidaza diluat 100uf per godeu.
3.3 Acoperiti placa cu folie adeziva si incubati timp de 30 de minute ia 37+ 2°C, agitand
usor pe agitatorul orbital.

4. Incubatie cu substrat TMB

4.1 Scoateti folia din placa, goliti continutul placii i spalati-o de 4 ori cu solutie de spalare.
Apasati ferm placa pe hartia absorbanté dupa ultima etapa de spélare.
42 Distribuiti 100yl de substrat TMB ,gata de utilizare” pe godeu. ‘
4.3 Incubati placa 15-30 minute la temperatura camerei (18 - 25°C) agitand usor
pe agitator orbital, ferit de lumina directa a soarelui.
Nota: Tn cazul in care agitarea cu agitator arbital in timpul incubatiilor nu este disponibita si
toate incubatiile au fost facute fard agitare, va propunem s8 incubati placa cu
substrat TMB mai mult de 20 de minute.

*

5. Stoparea reactiei
5.1 Distribuiti 50yl de solutie de stopare pentru fiecare godeu.

6. Citire
6.1 Cititi densitatea optica (DO) la 450 nm.

CRITERII DE VALIDARE

e OD-ul serului de controt negativ trebuie sa fie mai mare de 1,0.
« Diferenta dintre mediile OD ale serului de control negativ si pozitiv trebuie sa fie egald
sau mai mare de 0,8.

Dac criteriile de validare nu sunt indeplinite, rezultatele testelor respectivei pléci de testare
sunt nevalide, iar probele trebuie retestate.

PANOU SERURI DE CONTROL:

Ar trebui sa fie folosit ca ajutor pentru utilizator pentru a se asigura ca testul functioneaza
in conditii optime. Daca criterile mentionate mai jos nu sunt realizabile, v3 rugdm sa;
contactati producatorul.

Procentul de blocare pentru serul de control 1 trebuie sa fie intre 45% §i 70%.

Procentul de blocare pentru serul de control 2 trebuie s fie intre 25% si 45%.

Procentul de blocare pentru serul de control 3 trebuie sa fie mai mare de 30%.
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Manual ELISA Rabia

OD ne - O0 proba
PB% = x 100
ODnc-0Dre

e Proba de ser cu PB mai mic de 40 % este consideratd ca fiind negativa pentru
anticorpii rabiei.

« Proba de ser cu PB egal sau mai mare de 40% este consideratd pozitiva pentru
anticorpii rabiei.

« Proba de ser cu PB egal sau mai mare de 70% este considerata ca o proba de ser
cu un nivel de anticorpi egal sau mai mare de 0,5 Ul/ ml pe baza testuiui FAVN.

Nota: Tn scopul evaluarii eficacitatii imunizarii orale, va recomandam sa utilizali prima
intrerupere pozitivd (PB eqal sau mai mare de 40%). Utilizarea celui de-al doilea
punct pozitiv (PB egal sau mai mare de 70%) pentru interpretarea rezultatelor cu
seruri de vulpe nu este recomandata deoarece cele mai multe probe de ser de vulpe
sunt de fapt lichide corporale cu factor de dilutie necunoscut, ceea ce face aproape

imposibil de cuantificat exact niveiul de protectie.

SCHEMA PROCEDURI! DE TESTARE
1 Se dilueaza serurile de controi si probele de ser.

11 Se distribuie 100pl de ser de control pozitiv diluat Tn godeurile A1 si B1.
1.2 Se distribuie 100ul de ser de control negativ diluat in godeurile A2 si B2.
1.3  Se distribuie 100ul de panou diluat de ser de control in godeurile A3-AS.
1.4 Se distribuie 100ul de probe de ser diluate in godeurile ramase.

1.5  Seincubeazi peste noapte la 2 - 8 °C, se agita usor.

2. Se pregéteste anticorpul anti-rabie biotinilat.

2.1 Se spald placile de 6 ori.

22  Se distribuie 100! de anticorp anti-rabie biotinilat diluat la 1/100 in toate godeurile.
2.3  Seincubeaza timp de 30 de minute la 37 2°C, se agita usor.

3. Se prepara conjugatul de Streptavidina peroxidaza.

3.1 Se spala placile de 4 ori.

3.2  Se distribuie 100ul de conjugat de Streptavidin peroxidaza diluat la 1/100 in toate g
godeurile.

3.3  Seincubeaza timp de 30 de minute la 37+ 2°C, se agita usor.

4.1 Se spala placile de 4 ori.

4.2  Se distribuie 100 pl de substrat TMB in toate godeurile.

4.3  Seincubeazs timp de 15-30 minute la temperatura camerei (18 - 25°C), se agita usor.
5.1 Se stopeaza reactia cu 50 yl de solutie de stopare. ;
6.1  Se citeste absorbanta (DO) la 450 nm.

7.1 Criterii de vaiidare

7.2  interpretarea rezuitatului
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ANEXA 1 {a kitul ELISA Ab BioPro Rabies - instructiuni de utilizare, \j
Data: 10.12.2013 iy nae

Pe baza datelor introduse de utilizatori, am decis s& addugadm urméatoarele informatii la .

Instructiunile pentru utilizarea kitului nostru BioPro Rabies ELISA Ab:

1. VOLUM INSUFICIENT AL PROBEI

@’

Dacé nu exista suficiente seruri (mai putin de 50ul), diluati o astfel de proba de ser cu
PBS pentru a obtine un volum de proba de 50ui {(de exemplu, daca aveti 30 ul de ser,
addugati 20 pl de PBS). Marcaii o astfel de proba ca diluatd si urmati procedura standard
de testare, pasul 1.

2. OBTINEREA PROBE! DINTR-UN CHEAG DE SANGE
Alternativ, proba poate fi obtinutd dintr-un cheag de sange, urmand urmatoarea procedura:
2.1. Cheag de sange proaspat

« Taiati cheagul de sénge proaspat (obtinut din inimé sau din vasele de sange majore) si
transferati-| intr-un tub de 10-12 ml.

 Inchideti tubul si 1asati-l la temperatura camerei (18-25°C) sau in incubator incéizit 1a :
37+2°C timp de 23 de cre.

» Se transfera la frigider (4-8°C) timp de 12 ore £30 minute (peste noapte).

» Centrifugati partea lichida din cheag de sange la 5-10.000 rpm, timp de 15+10 minute, iar
apoi testati lichidul obtinut sub forma de ser urménd procedura standard, pasul 1.

2.2. Cheag de sange uscat

» Taiati cheagul de sange uscat, puneti- Intr-un tub de 10-12 ml, adaugati PBS cu
antibiotice (PNC G 100000 U/, STM 100mg/l, NEO 50 mg/l} maxim in raport 1:1,
marcati ca probé diluatd si urmati conform punctului 2.1. din aceasta anexa.
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Manual ELISA Rabia

ki Data: 31.1.2018

pratocolului de testare pentru probele de Ia lilieci se bazeaza pe faptul ca exisia
3 de a obtine o cantitate suficienta de proba de la un singur liliac. Modificarea
Brotocolului se bazeaza pe cea mai buna cunoastere a testului si cu scopul de a pastra cea
mai buna specificitate si sensibilitate posibila.

Reactivi

Acordati atentie la consumul crescut al solutiei de diluant pentru probd cu acest protocol de
testare si, prin urmare, comnandati o sticla suplimentara (per kit) de diluant de proba (1 sticla
de 15mil)

PREPARAREA PROBELOR

(Acest capitol nlocuieste capitoluf original din manualul inclus (instructiuni de utilizare))
(numail) probele de ser investigate trebuie diluate pana la 1410 in diluantul pentru proba (de
exemplu, 15ui + 1361 Diluant pentru proba) intr-o placa fictiva sau in microtuburi.

Important!! Serul de control pozitiv (PC), serul de control negativ (NC) si serurile de control
(CS1, CS2, CS3) sunt diluate conform protocolului standard pentru 112 in diluant pentru
proba (de ex 80p! + 80p! Diluant pentru probd) intr-o placa fictivd sau in microtubusi.
Observatie: ¢

3. Ca o placa fictivé poate fi utilizatd orice microplaca cu un nivel scazut de legare a
profeinelor.

4. De asemenea, este posibil s se dilueze controalele sau probele de ser directin
placa.

a, Pentru controale se distribuie 50p! de diluant pentru proba pe godeu si apoi Se
distribuie 50 pl de ser de control pozitiv, ser de conirol negativ si ser de controf in
godeuri adecvate.

b, Pentru seruri se distribuie 90yl de diluant pentru proba per godeu si apci se
distribuie 10 ul de prove de ser cétre godeurile ramase.

INTERPRETARE :
(Acest capitol inlocuieste capitolul original din manualul inclus (instructiuni de utilizare})
Calculati procentui de blocare (PB) pentru fiecare proba:

QD nc - OD proba
PB% = x 100
ODnc -0Dec

+ Proba de ser cu PB mai mic de
30 % este considerata ca fiind negativa pentru anticorpii anti virus rabic. ;
. Proba de ser cu PB egal sau mai mare de 30% este consideratd pozitiva pentru
anticorpii anti virus rabic.
Contact
“B® _ OK. SERVIS
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OK SERVIS BioPro, sro

Boreticka 2668/1, 193 00 Praha 9 - Hami Pacernice, Republica Ceha
tel.. +420 281 091 480, fax: +420 281 866 264, info@rabieselisa.com
hitp:/Anrww. rabieselisa.com
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BioPro Rabies ELISA Ab kit

| Continutul kitului:

Cant.

M O.K.Servis BioPro, s.r.o

E-mail: info@rabielisa.com . www.rabielisa.co

Boretika 2662/1, 193 00 Praga 9, Republica Cehd *

Tel: +420 281 091 460 * Fax: +420 281 866 264 *

REF Cod produs RAB 01- 02 Descriere
) 2x1 Pléci captusite cu antigen rabie
Doar utilizare in vitro 1 x 0,6ml Ser control pozitiv
1 x 0,6ml Ser control negativ
Cititi prospectul inainte de utilizare 1 x 0,3ml Ser control 1
1 x 0,3ml Ser control 2
LOT: RXXXX 1 x0,3ml Ser control 3
— S I x 15ml Diluant pentru probe
A Expira la: xXxx-XX-xx I x 30ml Diluant pentru anticorpi biotinilati
T I x0,3ml Anticorpi biotinila{i anti-rabie, 100x
2 /g A ase péstra 2 2-8°C I x 30ml Dilu.ant pentru COY'ljl'lgat streptavidin o
_ | x0,3ml Conjugat streptavidin cuplat cu peroxidaza, 100x
| x30ml Substrat TMB
a%.,e I x 15ml Solutie de stopare, H2S04 0,5M
1 x250ml Solutie de spalare, concentrata 10x
6xl Folii adezive




