. ‘f_.?‘ : afag
8k RVS Sistemul de management certificar B

WY
ithee-Diagnostics

P

ID Screen®

Indirect Pesti Porcini Africani

»

Test de screening

ELISA indirectd pentru detectia anticorpilor anti-pesta porcind africana in ser de
porcine, probe de plasma, suc de carne si probe de singe pe hartie de filtru

Pentru utilizare in vitro

S Aprilic 2014: Cut-off modificat Ia 30-40% pentru probe de set, plasmi si hartic de
filten.

ASFS versiunea 1113 GB
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Informatii generale

Acest set ELISA indirectd detecteazd anticorpii anti-virusul pestei porcine africane -
(ASFV) in probe de ser de porc, plasma, suc de carne si singe pe hartie de filtru. ‘

Descriere si principiu

Godeurile sunt céptusite cu proteine recombinante ASFV p32, p62 si p72.

Probele de testat si controalele se adaugs in microgodeuri. Anticorpii anti-ASFV, daca
sunt prezenfi, formeaza un complex antigen- anticorp. . :

Dupa spalare, se adaugd in godeuri conjugatul anti-multi-specii cuplat cu peroxidaza
din hrean (HRP). Acesta se fixeaza la anticorpi, formand un complex antigen-anticorp-
conjugat-peroxidaza.

Dupa eliminarea excesului de conjugat prin spalare, se adauga solufia substrat (TMB). -

Coloratia rezultata ‘este proportionald cu cantitatea de anticorpi specifici prezenti in
proba :

- In prezenta anticorpilor, apare o solutie albastrd care devine galbend dupa
addugarea solutiei de stopare.

- 1in absenta anticorpilor, nu apare nici o coloratie.
Microplaca se citeste la 450nm.

Nota: Acest kit nu contine materiale infectioase.

Componentele setului

Reagenti*

Microplaci céptusite cu proteine recombinante ASFV
p32, p62 si p72

Conjugat concentrat (10x)

Control pozitiv

Control negativ

Tampon de dilutie 14

Tampon de dilutie 3

Solutie de spalare concentrata (20x)

Solutie Substrat

Solutie de Stopare (H,SO4 0.5M)

*Cantitdtile furnizate sunt indicate pe etichetele din set.
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3. Compo r;ele cu acelasi nume (solutia de spdlare, tampoanele de dilutie) pot fi

utilizate pentru toata gama de produse IDvet.

Materiale necesare dar nefurnizate

1.
2.
3.
4.
3.

Micropipete mono sau multi-canal cu volume de 10y, 100l si 200pl.
Varfuri de micropipeta.

Cititor de microplaci de 96 de godeuri.

Apa distilata sau deionizat.

Spaldtor manual sau automat.

Precautii

1. Nu pipetati cu gura.

2.

3.

Solutia substrat poate fi iritanta pentru piele.

Solutia de stopare (H2SO, 0.5M) poate cauza arsuri grave (R35). in cazul
contactului cu pielea sau ochii, spalati imediat si din abundentd cu api si
consultafi un doctor (S26).

Nu expuneti solufia substrat la lumina sau la agenti oxidanti.

Toate materialele de unicid folosintd utilizate in aceasta metodi trebuie
decontaminate prin imersie in solutie proaspit preparatd de hipoclorit de sodiu
5% timp de minim 1 ora fnainte de eliminare, sau prin autoclavare la 120°C .

Prepararea probelor

Pentru a evita diferentele intre timpii de incubare ai probelor, puteti prepara o placi cu
96 de godeuri confindnd probele de testat si controalele, inainte de a le transfera in
microplaca ELISA utilizdnd o micropipetd multicanal.

Prepararea solutiei de spilare

Daca este necesar, aduceti Solutia de spilare concentrati (20x) la temperatura camerei

si agita{i usor pentru a v asigura ci este complet solubilizata.

- Preparafi Solufia de spalare (1x) prin diluarea Solutiei de spélare concentratd (20x)
1/20 in apd distilata /deionizata.

ASFS ver 1113 GB

/1
TRXY oo
7—- J - 4
Anem w';.r !'”‘33(“J’Gmuc:,r:«)l;r. ({,‘ 3
g 4
/ &



Procedura de testare

Aduceti toti reagentii la temperatura camerei (21°C +5°C) inainte de utilizare.

Omogenizati toti reagentii prin agitare sau rasturnare.

A. Probe de ser si plasmi

1. Adaugati:
e 190ul Tampon de dilutie 14 in fiecare godeu

e 10ul Control negativ in godeurile Al si Bl
e 10 pl Control pozitiv in godeurile C1 si D1
e 10 pl din fiecare proba de testat in godeurile rdmase.

2. Incubati 45 + 4 minute la 21°C (+5°C).
3. Treceti la Partea D.

B. Suc de carne

Probele de suc de carne trebuie si fie cat de curate este posibil.
Scoateti lipidele si partile solide din probe cénd pipetati.

1. Adaugati:
e 190pl Tampon de dilutie 14 si 10 pl Control negativ in godeurile A1l
si B1
e 190ul Tampon de dilutie 14 si 10 ul Control pozitiv in godeurile C1
si D1

e 50 pl Tampon de dilutie 14 si 50 pl din fiecare proba de testat in
godeurile ramase.

2. Incubati 45 + 4 minute la 21°C (+5°C).
3. Treceti la Partea D.
C. Probe pe hirtie de filtru (Whatman #1 sau # 3)

1. Puneti 2 discuri de hartie de filtru () 6mm) per animal intr-un tub sau o placa
adanca. Contactati IDvet pentru mai multe informafii.
2. Adaugati 200ul Tampon de dilutie 14.

3. Omogenizati prin agitare sau rasturnare. Asigurafi-vd ca fiecare disc este
complet imersat in Tampon de dilutie 14. inchidel;i fiecare tab.
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A

“Noapte (16-20 ore) la 21°C (+5°C),

NI 7/ 5 ..
-Hizall/prin agitare, sau rasturnare la finalul elutiei.

e 190 pl Tampon de dilutie 14 si 10 ul Control negativ in godeurile Al
si B1.

e 190 pl Tampon de dilutie 14 si 10 pl Control pozitiv in godeurile C1
si D1.

¢ 50 pl din fiecare eluat de proba pe hértie de filtru in godeurile ramase.

7. Incubati 45 + 4 minute la 21°C (5°C).

8. Treceti la Partea D.

D. Etape comune pentru probele de ser, plasmi, suc de carne si hartie de
filtru:

1. Goliti godeurile. Spilafi fiecare godeu de 3 ori cu aproximativ 3001 Solutie de
spélare. Evitati uscarea godeurilor intre spaliri.

2. Preparafi Conjugatul 1X prin diluarea conjugatului concentrat 10X la 1/10 in
Tampen de dilutie 3.

3. Adaugati 100l Conjugat 1X in fiecare godeu.

4. Incubati 30 + 3 minute la 21°C (+5°C).

5. Goliti godeurile. Spalati fiecare godeu de 3 ori cu aproximativ 300ul Solutie de
spélare. Evitati uscarea godeurilor intre spilari.

6. Adaugati 100ul Solutie substrat in fiecare godeu.

7. Incubati 15 £ 2 minute la 21°C (25°C) la intuneric.

8. Adaugati 100l Solutie de stopare in fiecare godeu, pentru stoparea reactiei.

9. Cititi si inregistrati D.O. la 450nm.

Validarea

Testul este validat daca:

v'media valorii DO a controlului pozitiv (DOcp) este mai mare decat 0,350

DOcp > 0,350
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v'Raportul mediilor valorilor controalelor pozitiv si negativ (DOcp si DOcn) este
mai mare decét 3. )

DOCP/ DOCN >3

Interpretarea

Pentru fiecare probad, calculati procentajul S/P% :

DO roba _DO('N
S/P% = ~ —x100 -
DOy — DOy

SPentru toate tipurile de probe (ser, plasma, suc de came sau hértie de filtru):

Rezultat Status
S/P % < 30% NEGATIVE
30% < S/P % < 40% DUBIOASE
S/P % > 40% POZITIVE
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Cod ASFS-4P
(TEST SCREENING) 4 ‘Llsttmmum ;3;3
ELISA indirecta pentru detectia anticorpilor Exp 11/2015
anti-pesta porcina africana in probe de ser porcin,
plasma3, suc de carne si sdnge pe hartie de filtru
Componente Lot Exp.
2y Microplaci captusite cu proteine recombinate P32 699-001 11/2015
P62 P72
0,5 ml Control pozitiv 399-001 11/2015
iml  Control negativ 21-009 01/2016
60 mi Tampon dilutie 14 14-003 06/2016
6m! Conjugat concentrat 10X 499-001 11/2015
60 m! Tampon ditutie 3 3-008 12/2015
60 ml Solutie spélare concentrati 20X 15-004 01/2019
60 ml Solutie substrat 7-011 01/2016
60 ml Solutie stopare 10--004 05/2016
o ~
= Indirect 2
£ Stripuri cdptusite 5
Lot/ Ch.-B : 699-001
Exp. :11/2015
Depozitare : +2 -+ 26 °C

Control Negativ

Control Negativ

Lot/ Ch.-B :21-009
Exp. :01/2016 Testin vitro
Depozitare : +2-+8°C

IDYED ASFS

Control Pozitiv

Control pozitiv

0,5ml
Lot / Ch.-B :399-001
Exp. :11/2015 Test in vitro
Depozitare:+2-+8°C
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Conjugat concentrat

Conjugat concentrat 6ml
(10x)

Lot/ Ch.-B :499-001

Exp :11/2015 Test in vitro

Depozitare : +2-+8°C

IDYEL
fifte
o Tampon de dilutie 14 o
= “»
> ~
£ Tampon de dilutie 14 E
2 60 ml g
" Lot/ ch-B :14-003 °©
Exp. : 06/2016
Depozitare : +2 -+ 26 °C
o Tampon de dilutie 3 =
£ 9
£ Tampon de dilutie 3 E
& 60 ml =
" Lot/ch-B :3-008 °©
Exp. :12 /2015
Depozitare : +2 -+26 °C
o Solutie de spdlare 20 X =
£ wn
> =
£ Solutie de spélare 20X 2
g 60 ml g
Lot/ Ch.-B : 15-004
Exp. :12/2015
Depozitare : +2 - + 26 °C
o Solutie Substrat =
£ 4a
£ Solutie substrat 2
kS 60 mi g
Lot/ Ch.-B : 7-011
Exp. : 01/2016
Depozitare :+2-+8°C
| VET
gt
° Solutie Stopare =
= ©n
S jag
£ Solutie stopare 2
3 60 ml =
- o
Lot/ Ch.-B :10-004
Exp. :05/2016
Depozitare : +2 - +26 °C




