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Brucellosis Antibody Tesi Kit

De uz veterinar

| Denumire si Utilizare

Kitul IDEXX Brucellosis Serum este un test imunoenzimatic pentru detectia anticorpilor
anti -Brucella in probe de ser sau amestecuri de probe de ser provenite de la bovine
(maxim 10 probe cumulate).

| Informatii generale

| Bruceloza este o zoonoza, prezentd pe tot globul, cu implicatii majore atét in sectorul de
Isdnatate publica cat si In zootehnie. De cele mai multe ori, boala este produsi de
Brucella abortus sau de Brucella melitensis. Clinic, se constati avorturi, iar agentul
etiologic va fi excretat prin lapte. Oamenii se contamineaza prin contactul cu materiale
contaminante (in mod special la manipularea de avortoni si produse conexe) sau prin
consumul de produse contaminate (lapte, branzi). Simptomul principal este febra
|oscilantd, asociati cu complicatii frecvente si grave ce apar mai ales in formele de
evolutie cronicd. Avand in vedere amploarea acestei maladii, au fost implementate
programe de screening pentru detectia animalelor bolnave si implicit eradicarea acestei
|boli. Screening-ul Brucelozei se face in principal prin teste serologice (Testul cu Roz
Bengal, Testul de Aglutinare, R.F.C., Testul Inelar pe lapte “Milk Ring Test si Testul
ELISA), acestea fiind singurele teste utilizate In programele de screening in masa.

Descriere si Principii

Microplicile de testare sunt captusite cu lipopolizaharide din Brucella (LPS). Probele ce
urmeaza a fi testate sunt diluate si incubate in godeurile microplicilor. Dupa incubarea
probelor in godeurile precaptusite, se vor forma complexe imune cu lipopolizaharidele
din Brucella (Brucella LPS). Dupi etapa de spalare, cand se indeparteaza materialele
nelegate de complexele imune, se adaugd conjugatul ce se va lega la complexul imun
Brucella LPS-Anticorpi. Conjugatul nelegat la complex va fi indepartat prin incé o etapi
de spalare, dupd care se adaugad substratul enzimatic (TMB). In prezenta enzimei,
Substratul este oxidat si culoarea dezvoltata initial (albastru) devine galbena dupa etapa
1de blocare/stopare. Intensitatea culorii dezvoltate este direct proportionald cu cantitatea
de anticorpi prezentd in probd. Rezultatele finale se obtin prin compararea densitatii
optice a probei cu cea a mediei controlului pozitiv.
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Reagenti -

: Cantitéti

1 Microplici de testare ciptusite cu 10

Brucella LPS
2 Control Pozitiv 1x1.0mL
3 Control Negativ 1x1.0mL
4a | Conjugat Concentrat 1x1,5mL
4b | Solutie tampon de dilutie N.1 1x120mL
5 Solutie tampon de dilutie N.2 2x120mL
A | Substrat TMB N.13 1x120mL
B Solutie de stopare N.3 1x120mL
C Solutie concentrati de spalare (20X) 2x100mL
Alte componente: pungi cu fermoar 1

Noti: vedeti tabelul de la sfarsitul prospectului pentru descrierea simbolurilor intenationale utilizate in prospect §i pe etichetele

kiturilor.

Pastrare
Toti reagentii din kit se pastreaza la 2-8°C. Reagentii sunt stabili pana la data expirdrii,
dacd sunt pastrati corespunzator.

Materiale necesare dar nefurnizate

Micropipete automate mono sau multicanal

Varfuri de micropipete de unica folosinta

Cilindru gradat pentru solutia de spalare

Cititor de microplici cu 96 de godeuri (echipat cu filtru de 450nm)

Spalator de micropldci (manual, semi-automat sau automat)

Utilizati doar api distilati sau deionizatd pentru prepararea reagentilor utlhzatl
in testare :

Vortex sau echivalent

Protectii pentru microplici (capace, folii de aluminiu sau folii adezive)

Agitator de micropléci

Precautii si avertismente pentru utilizatori

Manipulati toate materialele biologice ca si cum ar fi potential infectioase
Utilizati manusi de protectie /echipament de protectie / ochelari de protectie sau
masci de protectie atunci cAnd manipulati probele si reagentii

Studiati Fisa Tehnicd de Securitate pentru informatii suplimentare

Vedeti sférsitul instructiunilor pentru prcautii si avertismente

Practici de laborator

Rezultate optime vor fi obtinute prin respectarea stricté a acestui protocol.
Pipetarea cu grija, respectarea timpilor si a procedeului de spalare sunt necesare
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pentru mentinerea preciziei si a acuratetei . Utilizati varfuri diferite pentru fiecare
proba si control.

* Nu expuneti solutia TMB la lumina puternica sau la agenti oxidanti. Manipulati
solutia TMB cu recipiente curate din plastic sau sticli

¢ Toate deseurile vor fi decontaminate corespunzitor inainte de eliminare. Eliminati
deseurile in concordanta cu regulamentele locale, regionale si nationale.

* Aveti grijd sd nu contaminati componentele kitului. Nu puneti reagentii neutilizati
inapoi in flacoane

e Nu utilizati kitul dupa data expirarii

Prepararea reagentilor
Solutia de Spilare

Solutia de spilare concentrata (20X) trebuie diluatd 1:20 cu apa distilatd sau deionizata
inainte de utilizare (de exemplu:15 mL de solutie de spilare concentrati (20X) in 285 mL
de apd distilatd). Solutia de spalare obtinutd dupa diluare se va numi “ Solutie de Spalare”
Nota: Solutia de Spilare Concentratd (20X) trebuie adusi la 18-26°C si omogenizati
foarte bine pentru dizolvarea precipitatelor de sare prezente in solutie. Solutia de
spélare obtinuta este stabild pand la 3 zile de la preparare dacd este pastrati la 2-8°C.

| Conjugatul

Conjugatul Concentrat trebuie sa fie:
¢  Diluat 1:100 in solutia tampon de dilutie N.1 dac se utilizeaza protocolul scurt
pentru incubarea probei
e Diluat 1:200 in solutia tampon de dilutie N.1 dac se utilizeaza protocolul lung
cu incubarea probei peste noapte
Nota: solutia de conjugat diluati este stabild pana la 8 ore daci este pastratd la 18-26°C.

Protocol de testare

Toti reagentii furnizati in kit trebuie lasati si se echilibreze la temperatura camerei 18-
26°C inainte de utilizare.

1. Se scot microplicile de testare din folia protectoare si se noteazi in caietul de lucru
pozitia fiecdrei probe. Dacd utilizati partial placile, scoateti doar numirul de godeuri
suficient pentru testarea probelor. Puneti godeurile rimase, impreund cu desicantul,
in punga cu fermoar furnizati in kit si aduceti-le la 2-8°C.

Puneti 190 pL de Solutie Tampon de Diluare N.2 in fiecare godeu
Adaugati 10pL de Control negativ NEDILUAT intr-un godeu
. Adaugati 10pL de Control pozitiv NEDILUAT 1n doud godeuri
. Puneti 10 pL de probd NEDILUATA in restul godeurilor
. Omogenizati continutul godeurilor prin scuturare ugoard sau cu ajutorul agitatorului
de microplaci
7. Acoperiti microplaca si incubati-o pentru:
e  Probe individuale: 1 ord (+ 5 minute ) la 18-26°C (protocolul scurt) sau
16-24 ore la 18-26°C ( incubare peste noapte)
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e Amestecuri de probe: 1 ord (+ Sminute) la 18-26 C (protocolul scurt de
" incubare)
8. Aruncati solutia si spalati fiecare godeu cu aproximativ 300pL de solutie de spélare
de trei ori. Evitati uscarea placii intre etapele de spalare si inainte de adaugarea
urmitorului reagent. Bateti placa pe un material absorbant dupd ultima etapd de
spalare pentru indepértarea resturilor de lichid de spélare.
9. Adiugati 100pL de conjugat diluat in fiecare godeu
10. Incubati proba pentru 30 de minute (+ 3 minute) la 18-26°C
11. Se repeta etapa 8
12. Se adauga 100uL de solutie substrat TMB N.13 in fiecare godeu
13. Se incubeazi 20 minute (+3 minute) la 18-26°C la intuneric.
14. Se adaugi 100uL de solutie de stopare N.3 in fiecare godeu.
15. Se mésoard si se inregistreazi valorile densitatilor optice ale probelor si
controalelor obtinute la o lungime de unda de 450nm

Noti: Cand se utilizeazi sisteme automate de testare, in camera de incubare, placile nu vor mai necesita
folie adeziva sau capace. Utilizarea sistemelor automate nu este compatibila cu agitarea ugoara manuald sau
indepartarea manuala a reziduurilor de pe placd . Placile pot fi tinute pand la o ord la intuneric Inainte de
citire dupd adaugarea solutiei de stopare N.3.

16. Se calculeazi rezultatele:

pr—
;

Rezultate
Controale :
CN14450+ CN2A4A450 CP14450 + CP2A450
CNx = CPx =
2 2
Criterii de validare
CPx>0,350 CPx/CNx >3.00

Pentru incerciri invalide , tehnica poate fi consideratd suspecta si testul trebuie repetat
urménd strict protocolul de testare din kit.

Probe:

Proba A(450) — CNx
CPx — CNx

S/P = 100x
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17. Interpretarea:
Probe individuale de ser

Pentru asistenti tehnica:

idexx.com/contactlpd

IDEXX Brucellosis Serum

IDEXX USA Tel: + 1 800548 9997 sau + 1 207 556 4895
IDEXX Europe Tel: +800 727 43399
Contacti managerul sau distribuitorul local IDEXX sau vizitati website-ul nostru:

Negative Suspecte Pozitive
S/P% <110 110 < S/P% <120 SP% > 120
Amestecuri de seruri
Negative Pozitive
S/P% <20 S/P% >20

Notd: IDEXX detine sistemele de interpretare si software ce permit calcularea mediilor
si a valorilor procentuale si care asiguri obtinerea datelor finale.

IDEXX si Test With Confidence sunt marca inregistratd a IDEXX Laboratories, Inc., sau
a afiliatelor sale din Statele Unite si/sau alte tri
©2019 IDEXX Laboratories, Inc. Toate drepturile rezervate.
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