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failiza enzimatica pentru detectarea anticorpilor impotriva
virusg leucemic bovin in probe de ser individuale si comasate

o e L :
R de sdnge bovin_

e

1. Introducere

Virusul Leucozei Enzootice Bovine (EBLV) face parte din familia Retroviridae. Leucoza Enzootica
Bovina (EBL) este o boala infectioas& a bovinelor. Virusul infecteaza in primul rand limfocitele B Si
determin o reactie persistenta a anticorpilor impotriva a cinci proteine virale. Cel mai puternic raspuns
detectat al anticorpilor este fata de glicoproteina de suprafata gp-51 si proteina interna p-24. Numai
aproximativ 11% din animalele infectate dezvolta simptome de limfocitoz& si limfosarcomatoza

persistenta.

Tehnicile de diagnostic curente sunt bazate pe detectarea de anticorpi specifici. Metodele utilizate in
mod obisnuit sunt testul de precipitare in gel de agar (AGPT) pentru a determina anticorpii din ser,
ELISA sau RIA. Ca urmare a sensibilitatii si specificitatii ridicate, ELISA este utilizat pentru detectarea
anticorpilor antivirali in serurile evaluate ca fiind negative prin AGPT. Aceasta tehnica indeplineste
cerintele pentru testarea probelor comasate din aceste materiale cu o sensibilitate corespunzatore
cerintelor O.1.E (Directiva UE 88/406). Kitul este standardizat conform standardelor internationale,
inclusiv E05. Kitul detecteaza serul standard O.1.E. denumit EO5 in dilutie 1:100, permitand examinarea

a zece probe grupate (pooled).

2, Principiul testarii

Kitul este destinat pentru detectarea anticorpilor specifici dintr-o proba cu ajutoruf unei metode EIA de
tip sandwich (ex. faza solida acoperita cu un antigen specific — anticorp din proba analizata — anticorp
marcat). Anticorpul marcat (conjugat) este o fractie de imunoglobulind animalé fatd de imunoglobulina
bovina conjugata cu peroxidaza de hrean. Activitatea peroxidazei este determinatd in test printr-un
substrat ce contine TMB. Pozitivitatea este indicatd atunci cand apare culoarea albastra; dupa
adaugarea solutiei de stopare, culoarea albastra devine galbena. Intensitatea culorii galbene este
masurata cu ajutorul unui fotometru la 450 nm si este proportionald cu concentratia anticorpilor specifici

din proba.
Antigenul utilizat

Antigen BLV purificat si activat ce contine p-24 (proteina interna)

3. Materiale furnizate

,MICROPLATE] Placa Microtitrare 5 bucati
acoperitd cu antigen, 12x8 godeuri in ambalaj cu desicant
[ NCS ] Ser Control Negativ 1x0,4ml
ser bovin concentrat 10x, fara anticorpi specifici
’PCSAL} Ser Control Pozitiv - limita 1x0,4ml
ser bovin concentrat 10x, cu anticorpi specifici
1x0,8ml

CONJUGATE Conjugat
anticorpi anti- IgG bovind marcati cu peroxidaza,
concentratie 100x
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r_——DlLUENT 13 Diluant pentru Proba 13 K ‘ \fxggyg%«m
- "WALA SN

~___Tampon cu stabilizatori de proteina, gata de utilizare _ =

ICONJ.DlLUENT 1 1| Diluant pentru Conjugat 11 1-x-70-ml

Tampon cu stabilizatori de conjugat, gata de utilizare

Solutie de substrat cromogen, ce contine TMB/H202, gata

de utilizare
[WASHIZOXE Solutie de Spalare 2x60ml

tampon concentrat 20x

1x60ml

|sTOP| Solutie de Stopare

Solutie acida, gata de utilizare
Instructiuni de utilizare

4. Alte materiale necesare pentru efectuarea analizei

Pipete monocanal si multicanal
Varfuri de unica folosinta
Spalator microplaca

Cronometru
Agitator microplaca (nu este necesar la testarea unui numar mai mic de probe)

Incubator (37°C) cu control de umiditate
Cititor microplaci

5. Depozitare si stabilitate

Depozitati kitul la o temperaturd cuprinsa intre +2 °C si +8°C. Nu congelati. Depozitat astfel, data de
expirare indicata pe eticheta este valida (kitu! este valabil timp de 24 de luni de |a data fabricatiei).
Dupa deschidere kitul va fi utilizat in termen de trei luni.

Prepararea si depozitarea probelor

Pentru testare se utilizeaza probe de ser. Probele pot fi depozitate la o temperaturad cuprinsa intre )

+2°C si +8°C timp de 48 de ore. in cazul depozitarii prelungite, temperatura de depozitare va fi de
-20°C.
6. Prepararea reactivilor

Diluati Solutia de Spalare 1:20, ex. 60 ml de Solutie de Spalare concentrata + 1140 mi de apa distilata
(pentru 1 microplaca: 15 ml de Solutie de Spalare + 285 ml de apa distilata).

Este posibil ca in flaconul cu Solutie de Spalare sa se formeze cristale de sare. Inainte de utilizare,
este necesar ca aceste cristale s fie dizolvate prin incalzirea flaconului intr-o baie de apa.

Solutia de Spalare diluata este stabil la o temperatura cuprinsa intre +2°C si +8°C timp deo
saptamana.

Diluantul pentru Probe este gata de utilizare, nu este necesara diluarea suplimentara a acestuia./,»‘{'_'?\\

PR

Diluantul pentru Conjugat este gata de utilizare, nu este necesara diluarea suplimentara a acestﬁia
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1 101 cu Diluant Conjugat. Adaugati Diluantul pentru Conjugat la 600 pl de
a obtine 60 ml de volum final (pentru 1 microplaca: 120 pl pentru a obtine 12 ml,
10 ul pentru a obtme 1 ml) Dlluatl Conjugatul cu maxim 10 minute Tnainte de i

utlllzﬁaré. Arfiestecati bine. - o

TMB-Complet este o solutie de substrat cromogen monocomponenta gata de utilizare, nu este
necesara diluarea suplimentara a acesteia

Interschimbabilitatea reactivilor

Diluantul pentru Proba, Diluantul pentru Conjugat si TMB-Complet sunt interschimbabile Tn !(iturile EIA
furnizate de TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. Acestea detin marcaj numeric identic (ex. Dllgant
pentru Proba 2, Diluant pentru Prob& 3 etc). Solutia de Stopare si Solutia de Spélare sunt universale

in toate kiturile.

7.  Prepararea Probelor si a Serurilor de Control

Amestecati usor Diluantul de Proba inainte de utilizare.

Diluarea probelor de ser si a Serurilor de Control

Diluati bine probele amestecate si Serurile de Control (PCS-L si NCS) 1:10 cu Diluantul pentru Proba.

Ex.: 10 pl de proba + 90 pl de Diluant pentru Proba

Diluati in godeurile microplacii (consultati punctul 8 Proceduri de analizd). Amestecati bine.

Probele diluate ar trebui sa fie utilizate cat mai curand posibil.

8. Proceduri de analiza

Asteptati ca toti reactivii sa éjungé la temperatura camerei si agitati bine. Daca nu utilizati toata
microplaca, baretele nefolosite vor fi reamplasate in ambalajul cu desicant. Inchideti bine ambalajul si

depozitati la o temperatura cuprinsa intre +2 °C si +8 °C. A se pastra in mediu uscat!

1. Distribuiti controalele si probele diluate conform protocolului de testare.

e Pipetati 100 pl din Diluantul pentru Proba in godeul A1 (blank)

* Pipetati 90 ul de Diluant pentru Proba in celelalte godeuri.

o Pipetati 10 pl de Ser Control Negativ in 2 godeuri (B1, C1)

e Pipetati 10 py! de Ser Control Pozitiv- Limita in 2 godeuri (D1, E1)

Pipetati 10 ! de probe analizate in celelalte godeuri cu Diluantul pentru Proba (F1-H12)

e Agitati bine (folosind agitatorul pentru microplaci)

2. Acoperiti microplaca cu capacul si incubati la 37°C timp de 60 de minute sau la o temperatura
cuprinsa intre +2 °C si +8 °C intr-o camera cu aer umed peste noapte (14-18 ore). Inainte de
aspirare, incubati microplaca la temperatura camerei, timp de 15 minute.

3. Aspirati continutul godeurilor si spalati de 4 ori cu Solutie de Spalare cu concentratia de lucru
corespunzatoare. Umpleti godeurile pana la margine. La final, rasturnati microplaca si
tapotati-o usor pe hartie absorbanta pentru a indepdrta resturile de solutie.

4. Pipetati 100 p! de Conjugat la concentratie de lucru corespunzatoare in toate godeurile

5. Acoperiti microplaca cu capacul si incubati la 37°C timp de 30 de minute.

6. Aspirati continutul godeurilor si spalati de 4 ori cu Solutie de Spalare de lucru. Umpleti
godeurile pana la margine. La final, rasturnati microplaca si tapotati-o usor pe hartie
absorbanta pentru a indeparta resturile de solutie.

7. Pipetati 100 pl de TMB-Complete in toate godeurile. Evitati contaminarea — consultati
capitolul Note procedurale.

8. Acoperiti microplaca cu capacui siincubati la temperatura camerei timp de 15 de minute.

Opriti reactia adaugand 100 i de Solutie de Stopare in aceeasi ordine si [a aceleasi mterva!e i

la care a fost adaugat substratul.

w
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10. Cititi intensitatea culorii din godeuri in raport cu godeul liber (A1) cu ajutorul fotomeffy_wuigg%tat
la 450 nm. Absorbanta ar trebui s3 fie citita in interval de 30 de minute de Ia stoparea"@aétim

Observati formarea culorii albastre in special in godeurile cu Ser Control Pozitiv-limitd (PCS-L). In =" ’

—————-—=-—cazuf i care reactia-este mai slab&, cauzata de exemplu-de-o-femperatura-mar scazuta in camera,
prelungiti incubarea cu substratul pana la 30 de minute. Stopati reactia atunci cand intensitatea culorii

PCS-L corespunde valorii de absorbanta 0,500 — 2,500

9, Protocol de testare

‘Al 8L 154

“Ines Y 1ss

BL 100 pl Diluant pentru Proba (Liber)
NCS 100 pl diluat

PCS-L 100 pl diluat
TS 1-x 100 pl proba analizata diluata

10. Controlul calitatii
Analiza este valida daca:
Absorbanta din godeul blank este mai mica decat 0,200.

BLANK < 0,200
Absorbanta Serului de Control Negativ este mai mica decat 1/3 ori din absorbanta Serului Control
Pozitiv- limita

I NCS | <1/3x IPCS~L]

Absorbanta Serului de Control Pozitiv - limita se incadreaza in intervalul 0,500 — 2,500.
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11. Calcularea si interpretarea rezultatelor %@%%\
AN .
Calcularea raportului S/P %’jf’iﬂn B

Impartiti absorbanta probei testate la valoarea medie a absorbantei Serului de Control Pozitiv - - IIFﬁTTS—/
(PCS-L), masurata in aceeasi runda de analizé:

s/p= Absorbance of sample x 100 [%]

Mean absorbance of PCS-L

Legenda:
Absorbance of sample = absorbantd proba
Mean absorbance of PCS-L = valoare medie absorban{d PCS-L

Tabelul 1 Interpretarea rezultatelor analizei probelor mixe

SIP[%] Evaluare
Mai mic3 de 30 negativ
intre 30 si 40 la limita
Mai mare sau egal cu 40 pozitiv

in cazul rezultatelor la limita examinarea va trebui repetata. Colectati si analizati o noua proba.

Tabelul 2 Interpretarea rezultatelor analizei probelor individuale

SIP[%] Evaluare
Mai mica de 40 negativ
Mai mare sau egal cu 40 pozitiv

Rezultatele la limita nu pot fi utilizate pentru probele individuale

12. Masuri de siguranta

Kitul serveste numai la diagnosticarea in vitro.

Serurile, Conjugatul, Diluantul pentru Proba, Diluantul pentru Conjugat si alte materiale ce intra in
contact cu probele analizate vor fi manipulate ca potential infectioase.

Unii reactivi contin azida de sodiu, care este un compus toxic. Evitati contactul cu pielea.
Solutia de Stopare contine solutie de acid diluata. Evitati contactul cu ochii si cu pielea!
Este necesara respectarea regulilor si reglementérilor locale cu privire la siguranta.

in caz de contact cu ochii, spalati cu multa apa si consultati medicul. in caz de contact cu pielea si cu
imbracamintea, indepartati toate hainele contaminate. Spalati plelea cu sdpun si cu multa apa curata.
in caz de contact cu solutie ce contine ser, dezinfectali pielea. In caz de ingerare accidentala clatiti

gura cu apé potabild si consultati medicul.

Eliminarea resturilor

Toate materialele utilizate la efectuarea analizei vor fi tratate ca potential infectioase, ca urmare a
contactului cu materiale biologice. Prin urmare, vor fi eliminate impreuna cu deseurile biologice.

Eliminarea unui kit expirat

Dezasamblati kitu! si eliminati componentele ca materiale biologice. Eliminati ambalajul conform_ ...
reglementarilor locale T
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bservatii referitoare la procedura

unor rezultate fiabile este necesara respectarea cu strictete a urmétoarelor

PentruoREREY
o 7 ge utilizare. Varfurile si articolele de sticla folosite vor fi intotdeauna curate sau,

or fi de unica folosinta.

Lamele - pentru a impiedica condensarea apei pe suprafata microplacii, permiteti intotdeauna ca
ambalajul care contine microplaca sa se incalzeasca la temperatura camerei inainte de utilizare.

Solutia de Spalare — pentru prepararea Solutiei de Spalare de lucru utilizati apa distilata de calitate
ridicata.

Procedura de spalare — respectati numarul de cicluri de spalare specificat si umpleti godeurile pana
la marginea de sus.

TMB-Complet ~ vasu! utilizat pentru pipetarea cu pipeta multicanal nu va fi utilizat pentru alti reactivi.
Nu distribuiti surplusul de TMB-Complet din vasul de pipetare inapoi in flacon.

Rezultatele nereproductibile ar putea fi cauzate de utilizarea de metodologii necorespunzétoare,

precum:

* Amestecarea insuficienta a reactivilor si probelor inainte de utilizare

e inchiderea necorespunzatoare a flacon

s Utilizarea aceluiasi varf pentru pipetarea de reactivi diferiti

Expunerea reactivilor la temperaturi excesive; contaminare bacteriana sau chimica

Spalarea insuficientd sau umplerea insuficientd a godeurilor (godeurile ar trebui sa fie umplute
pana la marginea de sus), aspirarea necorespunzdtoare a resturilor de Solutiei de Spélare

» Contaminarea marginilor godeurilor cu Conjugat sau cu probe

e Utilizarea de reactivi din kituri provenite din loturi diferite

» Contactul reactivilor cu oxidanti, metale grele si sarurile aferente.

Kitul ar putea fi utilizat pentru examinari secventiale. La prepararea de solutii de lucru utilizati numai

cantitatea de reactivi necesara pentru analiza.
Kitul ar putea fi utilizat cu toate tipurile de analizoare EIA automate.
Daca este necesar, Testline Clinical Diagnostics s.r.o. poate oferi o modificare autorizata a

Instructiunilor de utilizare pentru tipul de analizor specific.

Producatorul nu poate garanta functionarea corespunzatoare a kitului daci nu sunt respectate
cu strictete instructiunile cu privire la procedura de efectuare a analizei.
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14.

Simboluri Instructiuni de utilizare

il ~8°C | Limite temperatura

2°C

v
ol

<

A se pastra in mediu uscat

-

Data expirare

LOT

Numar lot

s

Fabricat de

\

5
1

\

Consultati instructiunile

REF

Numér catalog

2

Numar de teste

GMP

Bune practici de fabricatie
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Rezumat
Nr. ‘p§.§z\x\ Pasi analiza

1w | Pipetati Diluant pentru Proba
Godeul Blank— 100 pl
Alte godeuri — 90 pl

2 Pipetati Controale si probe nediluate - 10 pl
Godeul Blank — godeu gol

3 * Incubatila 37°C timp de 60 de minute

¢ Incubati la o temperatura cuprinsa intre +2 °C si +8 °C peste noapte
(14-18 ore)
4 - Aspirati si spalati godeurile de 4 ori
Y

5 Pipetati Conjugat - 100 pl
Inclusiv Godeul! Blank

6 Incubati la 37°C timp de 30 de minute

7 Aspirati si spalati godeurile de 4 ori

N

8 Pipetati Substrat (TMB-Complete) - 100 pl
Inclusiv Godeul Blank

9 Incubati la temperatura camerei timp de 15 de minute

10 Pipetati Solutie de Stopare - 100 yl
Inclusiv Godeul Blank

11 l ‘ Cititi intensitate culoare la 450 nm
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EBVL Ab ELISA 480 R
 MICROPLACA | 5x 96 'LOT | 0100019501 oy o
NCS]| 1x04ml 5T 0100019503 wu 2
PCS-L 1x04ml [ 'OT | 0100019504 8 S
 CONJUGAT 1x0,8ml [ OT] 0100019505 ©
o E
[DILUANT 13 | 1x240 ml [ &F ] 0100019005 ope
CONJ.DILUANT 11] 1x70ml  [[5T) 0100019007 ¥
SUBSTRAT 5 | 1 x 60 ml LOT | 0100019012 m
SPALARE 20x | Tx60ml o7 ] 0100019025 -
STOP Tx80ml [ 'OT | 0100019026 E
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Continut: Acid metansulfonic

Pericol

Eiiminaii coninutul recipientuiui
conform reglementarilor locale.
Cauzeaza arsuri grave ale pielii si
leziuni oculare.

Purtati manusi de protectie/echipament
de protectie/protectie pentru ochi. IN
CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau
cu parul): Scoateti imediat tot
echipamentul contaminat. Clatiti pielea
cu apa/dus. IN CAZ DE CONTACT CU
OCHII: Clatiti cu atentie cu apa timp de
cateva minute. Scoateti lentilele de
contact, daca acestea exista si sunt
usor de scos/ Continuati sa ciatiti.
Tratament specific (consultati aceasta
etichetd). Denozitati sub cheie.

TestLine Clinical Diagnostic s.r.o. ® +420 549121 239
KFizikova 188/68, 6§12 00 Brno-Kralovo Pole, Czech Republic
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