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1 inregistrari document

Nr. Revizie Nr. Versiune Descrierea reviziei

ZM01886 27 Ajustarea valabilitatii testului pentru PCS-L

2 Scop prevazut

Test de imunologie cu enzima pentru detectarea anticorpilor la virusul leucozei bovine in probele de
ser sanguin individuale si cumulate.

3 Introducere

Virusul leucozei enzootice bovine (EBLV) apartine familiei Retroviridae. Leucoza enzootica bovina
(LBE) este o boal infectioasa a bovinelor. Virusul infecteaza fn primul rand limfocitele B si determina
o reactie persistentd a anticorpilor impotriva a cinci proteine virale. Cel mai puternic raspuns al
anticorpilor este determinat impotriva glicoproteinei de suprafatd gp-51 si proteinei interne p-24.
Doar aproximativ 11% din animalele infectate dezvolta simptome de limfocitoza si limfosarcomatoza
persistenta.

Tehnicile de diagnosticare actuale 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 sensibilitdtii si specificitatii ridicate, ELISA este utilizat pentru
detectarea anticorpilor antivirali in serurile evaluate ca fiind negative cu AGPT. Aceasta tehnica
indeplineste cerintele pentru analiza probelor cumulate din aceste materiale cu o sensibilitate
corespunzatoare a cerintelor O.LE. (Directiva UE 88/406). Kitul este standardizat conform
standardelor internationale, inclusiv E05. Kitul detecteaza serul standard O.L.E. denumit EOS in
dilutie 1:100, permitand examinarea a zece probe acumulate.

4 Principiul testului

Kitul este prevazut pentru detectarea anticorpilor specifici intr-o proba cu ajutorul unei metode EIA
de tip sandvis (ex. o faza solida acoperitd cu un antigen specific - anticorp din proba analizata -
anticorp marcat). Anticorpul marcat (conjugat) este o fractie de imunoglobulina animala la
imunoglobulina bovina conjugata cu peroxidaza de hrean. Activitatea peroxidazei este determinata
in analiza printr-un substrat care contine TMB. Pozitivitatea este indicata atunci cand apare culoarea
albastra, dupa adaugarea solutiei de oprire, culoarea albastrd devine galbena. Intensitatea culorii
galbene este masurata cu ajutorul unui fotometru la 450 nm si este proportionala cu concentratia de
anticorpi specifici in proba. '

Antigenul utilizat

Antigen BLV purificat si inactivat ce contine p-24 (proteina interna)
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5 Materiale furnizate

MICROPLATE Placa microtitrare

acoperita cu antigen, 12x8 godeuri in
ambalaj cu desicant

NCS Ser control negativ

10 x ser bovin concentrat fara anticorpi specifici

PCS-L Ser Control Pozitiv - limita 1%x0,4ml

10 x ser bovin concentrat cu anticorpi specifici

CONJUGATE Conjugat (concentrat x 100) 1x0,8ml

anticorpi anti IgG bovind marcati cu peroxidaza,
concentratie x 100

DILUENT 13 Diluant pentru proba 13 1 x 240 ml
Tampon cu stabilizatori de proteina, gata de
utilizare

CONJ.DILUENT 11 ! Diluant pentru conjugat 11 1x70ml

Tampon cu stabilizatori de conjugat, gata de utilizare

SUBSTRATE 5 TMB-Complete 5 1 x 60 ml

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

WASH 20x Solutie de spalare 2 x60ml

Tampon concentrat x 20

STOP Solutie de oprire 1 x 60 mi

Solutie acida, gata de utilizare
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6 Materiale necesare dar care nu sunt furnizate

Pipete cu un singur canal si multicanal

Varfuri de unica folosinta

Spalator microplaca

Temporizator i+

Agitator micropla,cfé?(nu este necesar la analiza unui numar mai mic de probe)
Incubator (37 C)cu cameré de control al umiditatii aerului

Cititor microplacé

7 Depozitare si stabilitate

Depozitati kitul la o temperatura cuprinsa intre +2 °C si +8 °C. Nu congelati. Daca este depozitat asa
cum este descris mai sus, data de expirare indicata pe eticheta este valabila. Data de expirare este
indicata pe ambalaj. Dupa deschidere, kitul trebuie utilizat in trei luni.

Pregatirea si depozitarea probelor

Pot fi utilizate pentru analiza urmétoarele lichide corporale: ser si plasma citrat. Se recomanda o
eprubeta de prelevare a sangelui coagulat pentru prelevarea serului. Se recomanda o punga de
prelevare a plasmei citrat pentru prelevarea plasmei.

Urmati instructiunile producatorului atunci cand utilizati probe comerciale sau alte probe modificate
specific.

Probele clinice prelevate prin proceduri medicale standard in flacoane standardizate sunt gata
pentru utilizarea imediata. Centrifugarea sau alte tipuri de separare nu sunt necesare.

Probele pot fi depozitate intre +2 °C si +8 °C timp de 48 de ore. Pe o perioada mai lunga, depozitati
probele fa -20 °C.

8 Pregatirea reactivilor

Diluati solutia de spalare 1:20. Ex. 60 ml de solutie de spalare concentrata + 1140 mi de apa distilata
(pentru 1 microplaca: 15 mi de solutie de spalare + 285 ml de apa distilata).

Este posibil ca in flaconul cu solutia de spalare sa se formeze cristale de sare. Tnainte de utilizare,
este necesara dizolvarea acestor cristale prin incalzirea flaconului intr-o baie de apa. Solutia de
spalare diluatd este stabild la o temperatura cuprinsa intre +2 °C si +8 °C timp de o saptamana.

Diluantul pentru probd este gata de utilizare, nu este
necesara diluarea suplimentara a acestuia. Diluantul pentru
conjugat este gata de utilizare, nu este necesara diluarea
suplimentara a acestuia.

Diluati conjugatul 1:101 cu diluant pentru conjugat. Addugati diluantul pentru conjugat la 600 pl de
conjugat pentru a obtine 60 ml de volum final (pentru o microplacé: 120 ul pentru a obtine 12 mi,
pentru o bareta: 10 ul pentru a obtine 1 ml). Diluati conjugatul cu maxim 10 minute inainte de utilizare.
Amestecati bine.

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

Caracterul interschimbabil al reactivilor

Diluantul pentru proba, diluantul pentru conjugat si TMB-Complete sunt interschimbabile in kiturile
EIA furnizate de TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. Acesta au marcaj numeric identic (ex. diluant
pentru proba 2, diluant pentru proba 3, etc.). Solutia de oprire si solutia de spalare sunt universale
n toate kiturile.
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9

Amestecati usor diluantul pentru 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 dlluantul pentru
proba. Ex.. 10 ul de proba + 90 i de diluant pentru proba. ,
Diluati in godeurile placii de microtitrare (consultati Capitolul Procedura de ' K

Pregatirea probelor si a serurilor de control kY

analiza). Amestecati bine. Probele diluate trebuie sa fie utilizate in cel mai
scurt timp.

10 Procedura de analiza

Asteptati ca toti reactivii sa ajunga la temperatura camerei si amestecati bine. Daca nu utilizati o
microplaca mtreaga reamplasati baretele nefolosite in ambaIaJul cu desicant. Etansati bine
ambalajul si depozitati la o temperatura intre +2 °C si +8 °C. A se péstra in mediu uscat!

1.

10.

Distribuiti controalele si probele diluate conform protocoiului de lucru.

~  Pipetati 100 i din diluantul pentru proba in godeul A1 (liber).

- Pipetati 90 ul de diluant pentru proba in celelalte godeuri.

- Pipetati 10 yl de ser control negativ in 2 godeuri (B1, C1).

- Pipetati 10 pl de ser control pozitiv - limitati in 2 godeuri (D1, E1).

— Pipetati 10 pl de probe analizate in celelalte godeuri cu diluantul pentru proba (F1 - H12).

- Amestecati bine (utilizand agitatorul pentru placa de microtitrare).

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 de control al umiditatii aerului peste noapte (14 - 18
ore). Inainte de aspirare, incubati microplaca la temperatura camerei timp de 15 minute.

Aspirati continutul godeurilor si spalati de 4 ori cu solutia de curéatare cu concentratia de lucru.
Umpleti godeurlle pana la margine. La final, tamponati din abundenta microplaca inversat pe o
hartie absorbanté pentru a indeparta reziduurile de solutie.

Pipetati 100 pl de conjugat cu concentratia de curatare de lucru in toate godeurile.
Acoperiti cu capacul microplaca si incubati la 37 °C timp de 30 de minute.

Aspirati continutul godeurilor si spalati de 4 ori cu solutia de curatare cu concentratia de lucru.
Umpleti godeurlle pana la margine. La final, tamponati din abundenta microplaca inversata pe o
hartie absorbanta pentru a indeparta reziduurile de solutie.

Pipetati 100 yl de TMB-Complete in toate godeurile. Evitati contaminarea - consultati Capitolul
Observatii procedurale.

Acoperiti cu capacul microplaca si incubati la temperatura camerei timp de 15 de minute.

Opriti reactia adaugand 100 ul de solutie de oprire in aceeasi ordine si la aceleasi intervale la
care a fost adaugat substratul.

Cititi intensitatea culorii din godeuri comparativ cu godeul liber (godeul A1) utilizand un fotometru
setat la 450 nm. Absorbanta trebuie citita in 30 de minute de la oprirea reactiei.

Observati formarea culorii albastre in special in godeurile cu Ser Control Pozitiv - limita (PCS-L). in
cazul unei reactii mai slabe cauzate, de exemplu, de o temperatura mai scazutad a camerei, prelungiti
incubarea cu substrat pana la 30 de minute. Opriti reactia cand intensitatea culorii PCS-L
corespunde valorii de absorbanta 0,500-2,500.

23.
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11 Protocol de lucru

A KBL (Ts 4
B [Nnos \ s 5
c ﬁcs
D [pcsi
E [pcsL
F [1s1
c [T1s2
H [T1s3

BL 100 pl diluant pentru proba
(liber)

NCS 100yl diluat | NCS

PCS-L 1004l diluat | PCS-L
TS 1-x 100yl proba analizata diluata
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12 Valabilitatea analizei

N4
2y
Analiza este valabili daca: o
Absorbanta din godeul liber este mai mica decat 0,200. e
LIBER <0,200 o ﬁ

N
ey

3

~
Absorbanta serului de control negativ este mai micd decat 1/3 ori din absorbanta serului de control
pozitiv - limita. fid

3

B

NCS | <1/3x| PCS-L =

Absorbanta serului de control pozitiv - limita este mai mare de 0,500.

PCS-L | > 0,500

Daca nu sunt indeplinite specificatiile de mai sus, analiza nu este valabila si trebuie repetata.

13 Interpretarea rezultatelor

Calcularea raportului S/P

impartiti absorbanta probei analizate la valoarea medie a absorbantei serului de control pozitiv -
limita (PCS-L) masurata in acelasi ciclu de analiza:

Absorbanta probei

= 0,
SIP Absorbanta medie a PCS-L x 100 [%]

Interpretarea rezultatelor analizei este descrisa in tabelele (Tabel 1 si Tabel 2).

Tabel 1 Interpretarea rezultateior analizei probelor mixte

S/IP [%] Evaluare
Mai mica de 30 negativ
30 pana la 40 la limita
Mai mare z%u egala cu pozitiv

Examinarea trebuie repetata in cazul rezultatelor la limita. Prelevati si analizati o proba noua.

Tabel 2 Interpretarea rezultatelor analizei probelor individuale

S/P [%] Evaluare
Mai mica de 40 negativ
Mai mare sau egala cu pozitiv
40

Rezultatul la limita nu poate fi utilizat pentru probele individuale.
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14 Performanta analitica

14.1 Specificitate si sensibilitate

Specificitatea de. diagnosticare a fost determinata in panelul cu seruri negative, numarul de seruri
analizate a fost. de 450. Sensibilitatea de diagnosticare a fost determinata in panelul cu serurl
pozitive, numarul de seruri analizate a fost de 180. Specificitatea si sensibilitatea sunt bazate pe

rezultatele obtinute.
Specificitat,e“;‘:Q'~§’9,78 %

Sensibilitate: 99,99 %

14.2 Precizie si reproductibilitate

Reproductibilitatea intra-analizei a fost determinata prin analiza probelor de diferite niveluri de
reactivitate a anticorpilor de cel putin 16 ori in cadrul unei analize. Coeficientul de variatie (CV) al
probelor reactive a fost de 3,48 %.

Reproductibilitatea intra-analizei a fost determinata prin analiza probelor de diferite niveluri de
reactivitate a anticorpilor in 40 de cicluri de analiza diferite. CV al probelor reactive a fost de 4,87 %.
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15 Precautii de siguranta %,

Kitul este destinat doar utilizarii pentru diagnosticare in vitro. : ¥
Serurile, conjugatul, diluantul pentru proba, diluantul pentru conjugat si alte materiale care@t 3 in
contact cu probele analizate trebuie manipulate ca fiind potential mfectloase }‘\\t;

Unii reactivi contin azid& de sodiu, un compus toxic. Evitati contactul cu pielea. Solutla de
oprire contine solutie de acid diluata. Evitati contactul cu ochii si pieleal . B
Este necesara respectarea regulilor si a reglementarilor locale cu privire la siguranta. e

Primul ajutor

In caz de contact cu ochii, spalati cu apa din abundenta si consultati medicul. in caz de contact cu
pielea si cu lmbracammtea indepartati toate hainele contaminate. Spalatl pielea cu sdpun si cu apa
curata din abundenta. In caz de contact cu solutii care contin plasma sau probe clinice, deszectatr
pielea. in caz de ingerare accidentala, clatiti gura cu apa potablla si consultati medicul.

Eliminarea reziduurilor

Toate materialele utilizate in efectuarea analizei trebuie tratate ca fiind potential infectioase ca
urmare a contactului cu materiale biologice. Asadar, acestea trebuie eliminate impreuna cu
deseurile biologice.

Eliminarea unui kit expirat

Dezasamblati kitul si eliminati componentele ca materiale biologice. Eliminati ambalajul conform
reglementarllor locale.
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16 Observatii procedurale

Pentrd a obtine rezultate fiabile, este necesara respectarea cu strictete a urmatoarelor
instructiuni de utilizare. Varfurile si articolele de sticla folosite vor fi intotdeauna curate sau,
preferabil, vor fi de unica folosinta.

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

Solutia de spalare - pentru prepararea solutie de spalare cu concentratie de lucru utilizati apa
distilata de calitate inalta.

Procedura de spilare - respectati numarul de cicluri de spalare specificat si umpleti godeurile
pana la marginea superioara.

TMB-Complete - vasul utilizat pentru pipetarea cu multicanale nu va fi utilizat pentru alti reactivi. Nu
distribuiti surplusul de TMB-Complete din vasul de pipetare inapoi in flacon.

Rezultatele nereproductibile pot fi cauzate de utilizarea metodologiilor necorespunzatoare.

- amestecarea insuficienta a reactivilor si probelor inainte de utilizare

- inlocuirea necorespunzatoare a capacelor flacoanelor

—  utilizarea aceluiasi varf pentru pipetarea de reactivi diferiti

—  expunerea reactivilor la temperaturi excesive; contaminate bacteriana sau chimica

— spalarea insuficientd sau umplerea insuficienta a godeurilor (godeurile trebuie umplute
pani la marginea superioara), aspirarea necorespunzatoare a reziduurilor solutiei de
spalare

-~ contaminarea marginilor godeurilor cu conjugat sau cu probe
— utilizarea de reactivi din kituri provenite din loturi diferite

— contactul reactivilor cu oxidanti, metale grele si sarurile acestora

Limitarea tehnica a probelor

Pentru dezvoltarea si fabricarea kitului au fost utilizate materiale de origine umana precizate la
scopul prevazut provenite de la populatia de donatori. Kiturile sunt prevazute pentru a fi utilizate de
catre populatia generald, daca nu se specifica altfel.

Atunci cand utilizati probe de la alte populatii specifice (populatii cu comorbiditati, imunocompromise,
persoane insarcinate, populatia pediatrica), trebuie luat In considerare in contextul cunostintelor de
specialitate si a cunostintelor stiintifice actuale riscul unui efect specific asupra rezultatului testului
aplicat din cauza, de exemplu, a interferentei sau reactivitatii incrucisate.

Alte observatii

Kitul poate fi utilizat pentru examinari secventiale. La prepararea solutiilor cu concentratie de lucru,
utilizati numai cantitatea de reactivi necesara pentru analiza.

Kitul poate 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 daca nu sunt
respectate cu strictete instructiunile cu privire la procedura de efectuare a analizei.
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17 Simboluri

'
2°C

Limitari de temperatura \&\

A se pastra in mediu uscat

Data de expirare

LOT Numar lot
‘ Fabricat de
W e
@
1 Consultati instructiunile (elDU)
J\

A
m
T

Numar catalog

Numarul de teste

GMP

Bune practici de productie
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R
e P

Schema testuliii EBLV Ab ELISA

Nr.pds Simbol

Pasi analiza

ﬂ .

1

+

Pipetati diluant pentru
proba Godeul liber - 100 pl
Alte godeuri - 90 yl

Pipetati seruri de control nediluate si plasma (probe) - 10 ul

Godeu liber = godeul gol

- Incubati la 37°C timp de 60 de minute

—  Incubati la o temperaturd cuprinsa intre +2°C si +8°C peste
noapte (14-18 ore)

Aspirati si spalati godeurile de 4 ori

Pipetati conjugat - 100 pl

Inclusiv godeul liber

Incubati la 37°C timp de 30 de minute

Aspirati si spalati godeurile de 4 ori

Pipetati substrat (TMB-Complete) - 100 ul inclusiv

godeul liber

O oo | N oo o) B

Incubati la temperatura camerei timp de 15 minute.

-
-

Pipetati solutie de oprire - 100 pl

Inclusiv godeul liber

—
..

o Dol Dl B e

Cititi intensitatea culorii la 450 nm

23.11.2023
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5x 96 0100083629
1x04 ml 0100083630
1x0.4ml 0100083628
[CONJUGAT | 1x0.8ml 0100083631
DILUENT 13 1 X 240 ml 0100078006
ICONJ. DILUENT 11] 1 x 70 mi 0100083626
SUBSTRAT 5 1 x60ml 0100074565
SOLUTIADE SPALARE 2 % 50 ml 0100073473

20X
SOLUTIADE STOPARE 1 X 60 m 0100067606

:

2J 2024-05

» [COT]0100083618

[REF]EBL480
] ovas

& TestLine gg|y
0-083631

[CONJUGAT | g 2024-09

0.8 m I

EBLV Ab ELISA 480

EBL480 >
\/480

0100083618 Py
£ 2024-05 QVRI

In cooperare cu institutul Veterinar de Cercetare, Republica Ceha
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60 mi
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: -
“sm‘n‘:’ ElA & 4031005
A 3
[CoT] 0100067606

Las
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& 200408 g
%
6C mi Ry
@ Contine acid metansulfonic

§ TestlLine EIA
0100074565

(SUBSTRAT 5§ & 202005
69 mi

x bl
7 pec S
red AN

MICROPLACA LOT
g 2024-08

GMP

(0100083629
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2°C
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5. Cutia cu adresa producatorului

1 =
B 4
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3
§E *
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TestLine Clinical Diagnostics s.r.o0.
Kfizikova 68, 612 Brno, Republica Cehia

www.teslinecd.com
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