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Mycobacterium paratuberculosis Antibody Test Kit

Kit pentru detectia anticorpilor contra Mycobacterium paratuberculosis

Test with confidence*

IDEXX Paratuberculoza Screening Y e YAV
Versiune : P0O7130/17 Mol B 70N



Denumire si utilizare AL
IDEXX Paratuberculozd Screening este o tehnicd imunoenzimatica pentru detectla

anticorpilor anti-Mycobacterium avium spp paratuberculosis (MAP) in probe individuale de
ser, plasma si lapte de bovine si probe de ser si plasma de la rumegéatoare mici.

Informatii generale

Paratuberculoza sau boala lui Johne este o enterita cronica a rumegatoarelor, ale carel
semne clinice sunt diareea si pierderea in greutate. Infectia este datoratad unui baci
rezistent la acizi:Mycobacterium paratuberculosis. Unele animale sunt infectate in primul
an de viata prin ingerarea alimentelor contaminate cu fecale de la alte animale infectate.
Deoarece perioada de incubare poate fi de la cateva luni pana la cativa ani, boala nu se
manifesta clinic pana ce animalul devine adult. Nu exista un tratament efectiv $i animalul
infectat moare din aceasta boala. Metoda descrisé in acest kit este foarte asemanatcare
cu aceea descrisd n recomandérile 5B/009 (Manualul Tehnicilor de Diagnostic
Recomandate si Cerintele pentru Produsele Biologice, volumul It — Paratuberculoza
5b/009, Paris: Organizatia Mondiala pentru Sanatate Animald, 1989-91). Antigenul
captusit pe fundul godeurilor este un extract protoplasmatic de Mycobacterium
paratubercufosis. Probele sunt incubate mai indi cu un extract de Mycobacterium phiei
pentru a neutraliza orice reactii posibile de contaminare incrucigatd cu mycobacterii
atipice.

Acest kit este destinat detectiei anticorpilor Tmpotriva Mycobacterium avium spp
paratuberculosis in probe individuale de ser, plasma si lapte de bovine, si probe
individuale de ser si plasma de rumegatoare mici.

Descriere si principiu

Microplacile sunt captusite cu antigen MAP. Probele de testat sunt pre-incubate cu extract
de Mycobacterium phlei pentru a lega anticorpii nespecifici. Apoi probele sunt transferate
si incubate in godeurile microplacii captusite. In timpul incubdrii probelor, anticorpii
specifici MAP formeaza un complex imun antigen-anticorp pe suprafata godeuritor. Dupa
spalarea pentru eliminarea materialului nelegat, se adaugd conjugatul enzimatic, un
anticorp anti-rumegatoare, care se leaga la orice complex imun antigen- antlcorp
Conjugatul nelegat este eliminat prin spalare si se adauga substratul enzimatic (TMB). In
prezenta enzimei, substratul este oxidat si dezvoltd un compus albastru care devine
galben dupa blocare. Intensitatea culorii dezvoltate este direct proportionala cu cantitatea
anticorpilor MAP prezenti in proba de testat. Relevanta diagnosticului rezultatului este
obtinutd prin compararea densitatii optice a probei cu media densitatilor optice ale
controlului pozitiv {vezi "Calcule” si , Interpretare si rezultate”).
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Reagenti
Pastrati toti reagentn la 2-8°C.

Reagentl Volume

1 F’iaol oéptu51te cu antigen MAP 5 10

‘2 Control pézmv 0,5ml 2x 0,5mi
3 ..-,(Control fiegativ 0,5ml 0,5ml
4a"’”CeﬁjUgat concentrat (antl rumegatoare HRPQO) 0,75ml 1,5mi

4b  Tampon de dilutie N.1 120m| 120ml

5  Tampon de dilutie N.12 100ml 2 x100ml|
A Substrat TMB N.9 60ml 120ml

B Solutie de stopare N.3 60ml 120ml

C  Solutie de spdlare concentrata (20x) 100ml 2x100ml

Notd vezi tabelul de la pag.32 pentru descrierea simbolurilor internationale utilizate pe etichetele din set.

Materiale necesare dar nefurnizate
» Microplaci necaptusite pentru pre-incubare
s Centrifuga (capacitate 2000xg)
Micropipete de precizie si micropipete multicanal (volumele reagentilor listati in
.Protocolul de testare” necesita precizie de + 5%) '
o Varfuri de micropipeta
o Agitator de microplaci
o Apa distilata sau deionizata
s Spalator de microplaci {manual, semi-automat sau sistem automat)
e« Capace de placi (folii adezive sau de aluminiu)
» Cititor de microplaci de 96 de godeuri echipat cu filtru de 450nm

Precautii 5i avertismente pentru utilizatori

» Nu pipetati cu gura

e Purtati manusi de protectie/echipament de protectie/ochelari de protectie/mascé de
protectie

« Controalele, substratul si solutia de spalare concentrata pot provoca |r|tarea ochilor

« Solutia de stopare poate provoca arsuri severe ale pielii si ochilor

e Toate reziduurile trebuie decontaminate corespunzator inainte de eliminare.
Aruncati continutul in conformitate cu legislatia iocala, regionala sau nationala.

Prepararea reagentilor

Solutia de spalare
Soluha de spélare concentratd (20x) trebuie diluatd 1:20 cu apa distilata/deionizata inainte

de utilizare (ex. 15ml solutie de spalare concentratd (20x) in 285 ml apa distilata). Aceasta

solutie va fi numita pe viitor ,Solutie de spalare”.
Nota: Solutia de spiélare concentrata (20x) trebuie adusa la 18- 26°C si agitatd pentru

dizolvarea oricaror saruri precipitate. Solutia de spalare este stabila pana la 3 zile pastrata
la 2-8°C.

Conjugatul
Conjugatul concentrat poate fi: .
Diluat 1:100 in tamponul de dilutie N.1 cand se utilizeaza protocolul pentru incubarea

scurtd a probelor
Diluat 1:200 In tamponul de dilutie N.1 cand se utilizeaza protocolul pentru incubarea

lungd a probelor
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Nota: Solutia de conjugat diluat este stahild pana la 8 ore la 18-26°C.

Prepararea probelor ;
Probele si controalele sunt pre-diluate si pre-incubate intr-o mlcrop!aca,j

necaptusita (vezi Protocolul de Testare).
Probele de lapte: poate fi folosit lapte degresat (obtinut prin centrifugare) precum;gt;"g;‘f}atet

integral.

Procedeul de testare
Toti reagentii trebuie adusi la 18- 26°C mamte de utilizare. Reagentii trebuie amestecati

prin agitare usoara sau vortexare. Utllizati varfuri diferite pentru fiecare proba. Controalele
pot fi distribuite oriunde in placa. Inregistrati pozitia fiecarei probe pe foaia de lucru.
1. Diluati si pre-incubati probele si controalele in prezenta Mycobacterium phlei intr-o
microplaca de predilutie necaptusita:
o Diluati controlul negativ 1:20 in tamponul de dilutie N.12 si distribuiti intr-un

godeu
e Diluati controlul pozitiv 1:20 In tamponul de dilutie N.12 si distribuiti intr-un

godeu

« Probe de ser/plasma: diluati probele 1:20 in tamponul de dilutie N.12

+ Probe de lapte de bovine: diluati probele de lapte 1:2 in tamponul de dilutie N.12

Nota: Poate fi testat si lapte smantanit sau nesmantanit.

Omogenizati continutul godeurilor de pre-dilutie utilizand un agitator de microplaci.

Incubati timp de 15 minute pana la 2 ore la 18-26°C.

Transferati 100yl din fiecare godeu in godeurile corespunzatoare din placa

captusita

5. Omogenizati continutul godeurilor utilizand un agitator de microplaci.

6. Acoperiti microplaca (cu un capac, folie de aluminiu sau folie adeziva) si incubati
timp de 45 de minute (x5 min.) la 18-26°C sau peste noapte (16-24 ore) la 2-8°C.

7. Spalati fiecare godeu cu aproximativ 300 pl solutie de spalare de 3 ori. Aspirati
continutul lichid al godeurilor din toate godeurile dupa fiecare spalare. Dupa ultima
aspiratie, bateti placa pe un materiai absorbant pentru eliminarea lichidului rezidual.
Evitati uscarea placit intre spaiari si inainte de adaugarea urmatorului reagent.
Nota: pentru probele de lapte, l1asati solutia de spalare timp de 2 minute in godeuri
inainte de fiecare spélare pentru evitarea semnalului de fond.

8. Distribuiti 100pt conjugat in fiecare godeu.

9. Acoperltl microplaca (cu capac, folie de aluminiu sau foIJe adeziva) si incubati timp
de 30 de minute (+3 min.) la 18-26°C.

10.Spaiati fiecare godeu cu aproximativ 300l solutie de apalare de 3 ori. Aspirati
continutul lichid al godeurilor din toate godeurile dupa fiecare spalare. Dupa ultima
aspiratie, bateti placa pe un material absorbant pentru eliminarea lichidului rezidual.
Evitati uscarea placii intre spaléri :§i inainte de adaugarea urmatorului reagent.

11. DIStrlbUItl 100p! substrat TMB N.9 in fiecare godeu.

12.Incubati 10 minute (+3 min.) la 18-26°C la intuneric.

13.Distribuiti 100p! solutie de stopare N.3 in fiecare godeu. Agitati microplaca prin
batere usoara. Stergeti cu grija fundul microplacii.

14.Cititi microplaca fata de aer.

15. Masuratl si mreglstratl valorile densitatilor optice ale probelor si controalelor la
450nm.

16. Calculati rezultatele.
Nota; Cand utilizali robotica, incubarea micropiaciler in camera de incubare permite testarea pe placa

neacoperitd. Utilitarea robotilor nu este compatibila cu agitarea uscard sau stergerea piacilor. Placile pot fi
tinute pand ta o ord n intuneric inainte de citire.

e
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Rezultate,

Pentru 5\lcf;tlgtf.a\rea incercarii, media controlului pozitiv (CP,) trebuie sa fie mai mare sau
ggala cu ¢350.

ERAL

»

inplug, raportul dintre media controlului pozitiv (CPy) si controlul negativ (CNA4s0)
trebuie sa fie mai mare sau egal cu 3,00.

NOTA: IDEXX detine instrumentul si soft-ware potrivit cu care se calculeaza mediile si valorile % si
furnizeaza sumarul datelor.

Calcule
Calculati procentajul proba pe pozitiv (S/P) pentru fiecare proba. Pentru DO ale

duplicatelor trebuie calculata media aritmetica.

Calculul pentru probele de testat
Procentajul S/P(%)

Probad,q, ~ CNA,,
CPx—CNA,,

S7P(%) = 100x

Interpretarea rezultatelor
Ser si plasma
« Probele cu S/P mai mic sau egal cu 45% sunt considerate negative la prezenta

anticorpilor MAP
s+ Probele cu S/P mai mare decat 45% si mai mic decat 55% sunt considerate

suspecte si trebuie retestate
+ Probele cu S/P mai mare sau egal cu 55% sunt considerate pozitive la prezenta

anticorpilor MAP.

Lapte de bovine
e Probele cu S/P mai mic sau egal cu 20% sunt considerate negative la prezenta

anticorpilor MAP
s Probele cu S/P mai mare decat 20% si mai mic decat 30% sunt considerate

suspecte si trebuie retestate
Probele cu S/P mai mare sau egal cu 30% sunt considerate pozitive la prezenta

anticorpilor MAP.
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Sumarul procedurii de testare

IDEXX recomanda citirea cu atentie a instructiunilor inainte de utilizarea testului pentru prima daita

4

/

Etape

...-:_ v |

Actlune

1. Preincubarea controalelor si

probelor

Diluati si pre- |ncubat| probele si controalele in prezenta Mycobac?er/um
phiei intr-o microplaca de predilutie necaptusita: B
« Controalele. diluati controlul negativ 1:20 in tamponul d'
. Sidistribuiti intr-un godeu
« Controalele; diluati controlul pozitiv 1:20 in tampanul de dtl e Nok2sL
si distribuiti intr-un godeu ‘
s Probe de ser/plasma: difuati probele 1:20 In tamponul de dilutie N.12
» Probe de lapte de bovine: diluati probele de lapte 1:2 in tamponul de
dilutie N.12
Nota: Poate fi testat si lapte smantanit sau nesmantanit.
Omogenizati continutul gedeurilor de pre-dilutie utifizand un agitator de
micropl4ci. J
Incubati timp de 15 minute pand la 2 ore la 18-26°C.

2. Incubarea probelor

Transferati 100pI din fiecare godeu in godevurile corespunzatoare din
placa cagtusita:

Omogenizati continutu!l godeuriler utilizand un agitator de microplaci.
Acoperiti mlcroplaca {cu un capac, folie de alummlu sau folie adeziva)
si incubati timp de 45 de minute (5 min.) a 18-26°C sau peste noapte
(16-24 ore) la 2-8°C.

3. Spalarea placii

Spalati fiecare godeu cu aproximativ 300 pl solujie de spélare de 3 ori.
Aspirati continutul fichid al godeurilor din toate godeurile dupa fiecare
spalare. Dupa ultima aspiratie, bateti placa pe un material absorbant
pentru eliminarea lichidului rezidual. Evitati uscarea placii intre spalari
si inainte de adaugarea urmatorului reagent. Nota: pentru probele de
lapte, lasati solutia de spalare timp de 2 minute in godeuri Tnainte de
fiecare spalare pentru evitarea semnalului de fond.

. Distribuirea conjugatului

o~

Distribuiti 1000l conjugat in fiecare godeu.

5. Incubarea conjugatului

Acoperiti microplaca (cu capac, folie de aluminiu sau folie adeziva) si
incubati timp de 30 de minute (+3 min.} la 18-26°C.

6. Spalarea placii

Spalati fiecare godeu cu aproximativ 300u! solutie de apélare de 3 cori.
Aspirati continutul lichid al godeurilor din toate godeurile dupé fiecare
spalare. Dupd ultima aspiratie, bateti placa pe un material absorbant
pentru eliminarea lichidului reziduail. Evitati uscarea pl&cii intre spalari
si fnainte de addugarea urmatorului reagent

7. Distribuirea substratuluf

Distribuiti 100! substrat TMB N.9 in fiecare godeu. o

8. Incubarea substratului

Incubati 10 minute (+3 min.} la 18-26"C la intuneric

9. Stoparea reactiei

Distribuiti 100ul solutie de stopare N.3 in fiecare godeu. Agitati
microplaca prin batere usoard. Stergeti cu grijd fundul microplécii.

10. Masurarea placii

Cititi microplaca fata de aer. Masurati si Inregistrati valorile densitatilor
optice ale prebelor si controaleler la 450nm. Calculati rezultatele.

11. Interpretarea Ser, 5 45% > 45% i < 55% = 55%
{precentajul S/P) plasmai Negativ Suspect Pozitiv
Lapte de <20% > 20% si < 30% > 30%
bovine Negativ Suspect Pozitiv

Produs de:

IDEXX Montpellier SAS

326 rue de la Galéra — Parc Euromeédicine
34090 Montpellier, Franta

Pentru asistenta tehnica:

Contactati managerul sau distribuitorul IDEXX apropiat
sau vizitafi: www.idexx.com/production/contact

Suport tehnic 1DEXX: 00-800-727-43399

“IDEXX si Test With Confidence sunt marca inregistratd a IDEXX Labaratories, Inc., sau a afiliatelor sale din Statele Unite si/sau alte

tari.
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IDEXX Paratuberculozd Screening

N T TR ;
| Kit dete §1%:‘r£i}?t1corp1
Mycobacterium
paratuberculosis

INEXX Paratuberculoza Screening
3 x 96 godeuri

IDEXX Paratubercilozd Screening

Pentru utilizare cu seruri, plasmi si laple de bovine i serurs i plasmi de

la rumegataare mici.
Nota: Pentru uz veterinar exclusiv,

Reagentii

. Placi captusite cu antigen MAP

2. Control pozitiv

A. Control negativ

4a. Conjugat concentrat

4b. Tampon de dilutie N. |

5. Tampon de dilupe N.12

A, Substrat TMB N.9

5. Solutie de stopare N.3

C. Solutie de spalare concentratd (20x)

Canlitatesn
5

I x03mi
Ix 0.5ml

I x0.73ml
I x 120mi
I x 100ml
I x H60m!

| x 60m!

I x 100ml

LNDEXX Monipeliivr SAS
326 rue de la Gialera, 34000
Montpellier. Franta

Tel 433 (W Y9 23 24 25
Fax + 33 {03467 04 20 23

[

THEXX Dmopa 5.V
PO Box, 1334, 2130 1K
Houkddor, Obnda
Tl ONKON-727-433099
Fax DOKO03T.90329
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IDEXX Paratuberculoza Screening

Kit detectie anticorpi
Mycobacterium
] e
p(! ra n-!bL’f‘CU[OSlS IDEXX Paratuberenlozit Serecning

Pentru utitizare cu seruri, plasmd $i lapte de bovine st seruri g1 plasmi de
la rumegitoare mue.
Nota: Pentru uz veterinar exclusiv

IDEXX Paratuberculozd Screening
Cantitaten

10 x 96 godeuri Reagenti
|.Placi captusite cu antigen MAP ]
2. Contral pozitiv 2x0,5mi
3. Coentrol negativ I x 0.5ml
4a. Conjugat concentral I x 1,5ml
4b. Tampon de dilutie N.| 1% 120ml
3. Tampon de dilugie N 12 2 x 100ml
A. Substral TMB N9 Ix 120ml
5, Solutic de stopare N.3 I x 120ml
C. Solutic de spilare concentratd (20x) 2x 100m!
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