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m““ Klt de detectie a anticorpilor anti Virusul Pestei Porcine Clasice (CSFV)
IDEXX CSFV Ab

Denumire si Utilizare
IDEXX CSFV Ab este o metodd imunoenzimatica dezvoltata de IDEXX pentru detectia

anticorpilor specifici CSFV in probe de ser sau plasmd de suine.

Informatii generale
Virusul pestei porcine clasice (CSFV), virusul diareei virale bovine ( BVDV) si virusu

maladiei Border (BVD) reprezintd trei membri ai genului Pestivirus din cadrul familie
Flaviviridae.

Virusul Pestei Porcine Clasice determind pierderi economice importante in industri
cresterii suinelor avand o inaltd patogenitate, producind in consecintd mortalitate ridicaté
Suinele infectate cu tulpini finalt virulente ale acestui virus pot excreta o cantital
considerabild de virus finainte de aparitia semnelor clinice. Animalele carc supravietuies:
unci infectii acute sau subacute dezvoltd anticorpi §i nu vor mai elimina virusul.
Tulpinile moderat virulente, mai putin patogene determina infectii cronice, in timpu
carora, animalele vor excreta continuu sau intermitent virusul, pdnd la moarte. Produsii de
conceptie de la scroafele susceptibile de a fi infectate, expusi infectici, se pot contamin:
transplacentar. Infectiile congenitale determind avorturi, mumificarea fetusilor, produs
neviabili si/sau slabi sau malformatii embrionare. Cea mai frecventa consecinta :
infectici congenitale cu tulpini cu virulenta scdzutd este fatarea de produsi infectati c
excretd virusul fard a prezenta manifestari clinice de boald, In absenta unui raspuns imun
Suincle pot fi deasemenea infectate cu BVDV sau BVD. De obicei, aceste infectii sun
moderate si auto limitante, fiind insa important sa se facd o distinctic clara a acestor infecti
de cea cu virusul peslei porcine clasice.

Descricre si principiul testului
IDEXX CSFFV Ab cste o tehnicd imunoenzimaticd pentru detectia anticorpilor spectfict anti

CSFV in probe de ser sau plasmd de suine. Testul este varianta ELISA de blocare cc
foloseste microplaci captusite cu antigen CSFV. Anticorpii prezenti in proba de testat vor
bloca legarea conjugatului anticorpi monoclonali anti-CSFV cu peroxidaza din hrean.
Anticorpii monoclonali legati sunt detectati cu ajutorul unui substrat reactiv la peroxidaza din
hrean. Rezultatul apare ca urmare a dezvoltarii unei reactii de culoare. Densitatea optica se
mdsoara cu un cititor de micropléaci la o lungime de unda unica de 450 nm sau la 0o lungime
de unda dualad de 450 si 650 nm. Dezvoltarea culorii este s]aba (rezultat pozitiv) atunci cand
anticorpii specifici CSFV sunt prezenti in proba de testat. DeQO tarea culorii este maximai
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(rezultat negativ) In absenta anticorpilor specifici. Procentajul de blocare al probei
calculat din densitatea opticd (DQysg) a probei de testat $i DOys a Controlului Negativ.
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Reagenti

Stocati toti reagentii la 2-8° C = Volum Volum
1. Placi de microtitrare captusite cu antigen viral CSFV £ 2 placi 5 placi
2. Control pozitiv \\J ml . 1ml
3. Control negativ fml’hw;_, % Iml
4. Conjugat Anti -CSFV HRPO 25ml 60ml
5. Diluant probe 15 ml 45 ml
A. Solutie substrat TMB N. 12 20 ml 60 ml
B. Solutie de stopare N. 3 (Atentie Acid Puternic !) 20 ml 60 ml
C. Solutie de spalare concentrata (10X) 125 ml 480 ml

NOTA : vezi tabelul de la pagina 32 pentru descrierea simbolurilor internationale utilizat
etichetele setulul.

Materiale necesare dar nefurnizate in kit
e Pipete de precizic sau alte dispozitive pentru pipetare automata care distribuie volums

la 10 pl pana la 1000 pl. Volumele reagentilor listati In “Procedeul de testare” nece
pipete de precizie mai mica sau egald cu 5%.

e Varfuri de pipetd de unica folosinta

e Cilindru gradat de 500ml pentru solutia de spalare

e Cititor de microplaci cu 96 godeuri cu o singura lungime de unda, echipat cu filtru de -
nm sau cu dubla lungime de unda 450 nm si 650 nm.

o Apad ultrapura (MilliQ sau bidistilata)

e Dispozitiv pentru aspirarea si dispersia solutiei de spalare

e Reccipiente pentru solutia aspiratd si dezinfectant

e Camerd umeda si capace de plici sau folii sigilante pentru placi

e Vortex

o Tuburi de centrifugd sau microtuburi

Precautii si Avertismente pentru utilizatori

e Manipulati cu grija toate materialele biologice avand in vedere potentialul infectios.

e Nu pipetati cu gura.

e Nu mancati, nu beti i nu fumati in timpul manipulérii probelor si reagentilor.

o Solutia Substrat estc iritanta pentru ochi, aparatul respirator si piele. Evitati contactul

piclea si ochil.

Nu expuncti solutia de TMB la lumind puternica sau la orice agent oxidant. Utiliz

sticlarie curatd sau rLClplcnlC din plastic la manevrarea TMB-ulul.

Conservati reagentii la 2-8 °C. Aduceti reagentii la temperatura camerel (18- -25°C) pen

cchilibrare termicd fnainte de utilizare i readuceti reagentii la 2-8 C dupa utilizare.

e Toate reziduurile trebuic decontaminate inainte de distrugere. Aruncati = to:
componentele conform reglementarilor locale, regionale §i nationale.
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e Manipulati cu grija componentele kitului pentru a preveni contaminarea acestora.
e Nu utilizati componente ce au expirat si nu utilizati componente din loturi diferite al
kituhgi.
e Rg uItatele optime se obtin numai efectudnd testul dupa protocolul de lucru. Pipetare
egta Cpenoadele de incubare si etapele de spalare trebuie efectuate corect pentru
r& precizia $i acuratetea testului.
m m@ei@“doua controale trebuie utilizate la fiecare testare.
N’”ﬁtlhzatl numai apa distilatd sau deionizatd pentru prepararea reagentilor ce se utilizeaz

in test.
e Godeurile de microtitrare neutilizate In test trebuie sigilate s1 stocate in pungi de plasti

la 2-8°C.
e Strict pentru uz veterinar.

Prepararea reagentilor
Placile de microtitrare, diluantul pentru probe, controlul pozitiv, controlul negativ

conjugatul, solutia substrat si solutia de stopare sunt gata de utilizare.

Solutia de spalare
Solutia de Spalare Concentratd (10X) trebuie adusd la temperatura camerei $i agitatd uso:

pentru dizolvarea precipitatelor saline. Solutia de spalare concentratd 10x trebuic diluat:
1:10 in apd ultrapurd (MilliQ sau dublu distilatd). Dacad este preparata in conditii dc
sterilitate, solutia diluati 1X se poate pastra o saptiméni la 2-8°C. Exemplu: pentru 300 m;
solutie de spdlare, diluati 30 ml solutie de spalare concentratad (10x) cu 270 ml apa distilatz
ultrapura (milliQ sau bidistilatd) si amestecati bine.

Prepararea probei
Sc pot testa probe de ser sau plasmé proaspete, refrigerate (maximum 8 zile la 2-8°C) sau

congelate.

Protocol de testare
Toti reagentii trebuie echilibrati la temperatura camerei: 18°C - 26°C inainte dc utilizare.
Reagentii se omogenizeazd prin agitare usoard manuald sau pe vortex.

1. Adaugati 50pl diluant de proba in toate godeurile ce vor [i testate si in godeurile pentru
controale.

2. Adaugati 50 Control pozitiv si respectiv  Control negativ in  godeurile
corespunzdtoarc. Utilizati cate un varf de pipeta separat pentru fiecare ser de control.

3. Adaugati 50ul probd de ser sau plasma in restul placii de microtitrare. Utilizati céle un
varf de pipeta separat pentru fiecare proba.

4. Amestecati continutul godeurilor batand usor placa sau folositi un agitator pentru
microplaci.

5. Incubati timp de 2 ore (*+ 5 min) sau peste noapte (12-18 ore) la 18°C-26°C. In plus,
placile trebuie sd fie sigilate sau incubate In camera umeda utilizadnd capace de placi pentru a
evita evaporarea.

6. Spalati ficcare godeu cu aproximativ 300ul de solutie de spalare, de trei ori. Aspirati
continutul godeurilor dupa fiecare spédlare. Dupd ultima aspirare, scuturati placa pe; 0 mrl]c
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de filtru pentru indepdrtarea tuturor reziduurilor de solutie de spalare. Evitati uscarea
intre etapele de spalare si inainte de adaugarea urmdtorului reagent.
7. Adaugati 100l de conjugat in fiecare godeu. Incubati 30 mlnute (+ 2min) la 1.
26°C in camera umeda cu placa acoperita. =
8. Repetati etapa 6 T
9. Adaugati 100pl solutie substrat N.12 in fiecare godeu si 1ncubat1 10 minute (+ 1
la 18°C-26°C evitand lumina directd. Incepeti cronometrarea dupa Géppmﬁl“godeu a
umplut. g
10. Stopati reactia dupd 10 minute addugand 100ul Solutie de Stopare N.3 in fiecare go
Adaugati solutia de stopare in aceeasi ordine in care ati adaugat solutia substrat.
11. Cititi absorbanta probelor si a controalelor la 450 nm sau la lungime de unda dub;
450 s1 650nm cu ajutorul cititorului de microplaci (blanc fata de aer).
12.Calculati valorile medii ale absorbantelor (vezi ,,Calculul,,) pentru fiecare prob
pentru controale.

Rezultate
Pentru ca metoda sa fie validatd, media DO 450 a controlului negativ trebuie sa
mai mare de 0.500. Procentul de blocare a controlului pozitiv trebuie sa fie mai n
de 50%. Pentru metodele nevalidate, trebuie revizuitd tehnica de lucru i trebuie rep
testul urméand instructiunile din prospect.

Nota: IDEXX detine instrumentul si software-ul necesare calcularii mediilor si procent:
de blocare pentru a obtine datele finale ale testului.

Calculul
Cdlculul mcdlel Controlulu1 Calculul mediei Controlului .Calculul Probelor ;
|| Pozitiv (PCx) : NCx Pr obaA4so "‘10(
PCx= PCIA 5 +PC2A 45 S NGxeE
5 ,
“Exemplu .|| Exemplu: Exemplu rezultat proba 1 219
_________1 201300y R E( %—5,5%

Interpretarea rezultatelor

Proba de testat este pozitiva (anticorpii sunt prezenti) dacd rezultd un procent de bloc
mai mare sau egal cu 40%.

Proba dc testat este negativa (anticorpii sunt absenti) dacd rezulta un procent de bloc:
mai mic sau egal cu 30%.

Daca procentul de blocare este intre 30% si 40% retestati animalul la o data ulterioara.

Daci proba se mentine dubioasa dupa retestare, rezultatul poate fi confirmat prin testul
seroneutralizare. Verificati prevederile din tara d-voastrd cu privire la lestare.
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SINTEZA PROCEDURII DE LUCRU

IDEXX recomanda citirea completd a procedurii de lucru atunci cdnd testul se utilizeazd pentru prin

oard
Etapa ‘. Actiunea ]
1 Prepararea -Toti reagentii trebuie echilibrati la temperatura camerei 18-

\I

reagentilor

g : résturnare usoara
"‘\;?a‘ - Adaugati 50ul diluant pentru probe in toate godeurile ce vor
4”‘“* 6\“ & fi testate si in godeurile controalelor.

26°C inainte de utilizare. Reagentii trebuie amestecati prin

/”V 2’;5:\‘:- o

)

Distributia probelor

-Addugati 50yl control pozitiv si control negativ in godeurile
corespunzatoare. Utilizati cate un varf de pipetd separat
pentru fiecare ser de control.

- Addugati 50p! probe de ser sau plasmé in godeurile rdmase.
Utilizati cadte un varf de pipeta separat pentru fiecare proba.
Amestecati usor continutul prin agitare manuald batand usor
placa sau folositi un agitator pentru microplaci.

Incubarea probelor

- Incubati timp de 2 ore (£ 5 min) sau peste noapte (12-18

IDEXX Switzeriand AG

Stationsstrasse 12
3097 Liebefeld —Beirn, Switzerland www.idexx.com/production/contact

3
ore) la 18°C-26°C. In plus, placile trebuie sa fie sigilate sau
incubate in camera umeda utilizand capace de placi pentru a
evita evaporarea

4 Spalarea placii - Aspirati continutul godeurilor intr-un rezervor pentru
reziduuri. Spalati fiecare godeu cu aproximativ 300ul de
solutie de spalare, de trei ori. Aspirati continutul godeurilor
dupa fiecare spalare. Dupd ultima aspirare, scuturati placa pe
o hartie de filtru pentru indepartarea tuturor reziduurilor de
solutie de spalare.

5 ‘| Pipetare conjugat - Pipetati 100 pl conjugat in fiecare godeu.

6 Incubare conjugat - Incubati 30 minute (* 2min) la 18°C-26°C in camera umed3
cu placa acoperita.

7 Repetarea etapei 4

8 Pipetarea substratului | - Pipetati 100 pl Solutie Substrat N.12 in fiecare godeu.

9 Incubarea cu substrat | - incubati 10 minute (£ 1min) la 18°C-26°C evitand lumina
directd. Incepeti cronometrarea dupa ce primul godeu a fost
umplut.

10 Stoparea reactiei - Stopati reactia dupd 10 minute adaugand 100u Solutie de
Stopare N.3 in fiecare godeu. Addugati solutia de stopare in
aceeasi ordine In care ati addugat solutia substrat

11 Citirea placii Masurati absorbanta probelor si a controalelor la 450nm sau
dual la 450 si 650nm utilizdnd un spectrofotometru (blank fata
de aer). Calculati rezultatele.

11 Interpretare (%) Ser, <30% >30% pana la < 40% 240%
plasma | negativ suspect pozitiv

PRODUS DE: Asistenta tehnica

Contactati distribuitorul IDEXX din tara d-voastri
sau vizitati :

IDEXX U.S. Technical Support: 00-800-727-43399

alte tari.
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1 riaca captusita cu antigen CSFV - =) 204

INEXX CSIFV Ab Lor

1 x 96 godeuri

Exclusiv pentru uz velerinar -

THIXX Switzerland AG. Statonsiasse 12, C11-3097 Liehefeld-Beras ] IDEXX Ewopa BV, PO Box 1334, 2130 EK Hoafddorp. Olanda

(4-401824) 49-40182

2 CONTROL + Tt o4

IDEXX CSEV Ab 1.OT

1.0 ml e

Fxclusiv pentru }/H
0

uz veterinar VD
IDEXX Switzerland AG, Stationstrasse 12, C1-3097 Licbefeld-Berna

IDEXX Europe B.V. P.O. Box 1334, 2130 K Hoofddorp, Olanda

04-40238-01 44-40238

3 CONTROL - Tetc)Te~4
IDEXX CSEV AL 1.07T

1,0 ml S

xclusiv pentru vz e .
o VD : ¥
veterinar 1

re

Zetiand AG, Stationstrasse 12, CH-3097 Lichefeld-Berma
(XX Buropa B.V. P.O. Box 1334, 2130 EK Hoolddorp, Olanda
04-40239-01 44-40239

4 Conjugat

IDEXX CSEV Ab 1.OT

25 ml

IR Switariand AG, Satienstrase 12, CTE3097 TOFXX Turopa B.V- 1.0, flox 133 210 1K b
Vicheleld Boam tHoolddorp. Otanda
01 1127500 424127

Exclusiv pentra
uz velerinar
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IDEXX CSEV Ab

- Diluant probe o=l
1LOT
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DEAN S i erland AG Stanstiass 12,01 37 IDEAN Burcy
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4544274
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a \\' Solutie de stopare N.3 oK
1.OT
20 mi X
R R N, K ORY

Iixclusiv pentru uz velerinar

1vb

Berm

IDEXX Switzerdand AG. Statiaastrasse 12, CH-3097 Lichefeld:

IDEXX Furopa B.V. P.0. Box 1333, 2130 EK Hoofddorp. Olanda
46.42511

014351 1-01

C Solutie de spilare concentrati (1 HF-L)-20-4
1oT
125 ml =
N KOT?

Exclusiv pentru uz veterinar
vn

Berna

TDIEXX Swizcrland AG. Stativmatrasse 12, CH-A97 Lichelehd-

TDEXX Lurope V. P.O. Box 1334, 2130 1°K Hoofddarp, Olanda
43-30598
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J 1DEXX Ewops BV, P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp. Olanda
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Exclusiv pentru uz veterinar .

IDENX Switzetland AG. Stationsizasse 12, CH-3097 Lickefeld-Beina
04-40182-0§

49-40182

—

2 CONTROL + )04

MEXX CSIV Ab LOT

LOml -
iy 8C
vl

IDEXX Switzerland AG, Stationstrasse 12, CH-3097 Licbefeld-Berna

IDEXX Burope B.V. P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp, Olanda
04-40238-01 44-40238

Exclusiv pentru
[ w7z veterinar VDb

3 CONTROL - SECC

IDEXX CSI'V Ab

1,0.m!

xclusiv pentru uz N .
. - .
veterinar VD . i : }/
: e

| IDEXX Switzerland AG, Stationstrasse 12, C1E1-3097 Lichefeld-Berna

IDEXX Europa BV, P.O. Box 1334, 2130 1K Tootddorp, Olanda
04-40239-01 44-40239

4 Conjugat

INEXX CSFV Ab

_25ml

clusiv pentru
uz velerinar VD

Switreriand AG
Licbeteld- Hesmy
541273 )

Hoatddom, Olanda

stomtsi 12, C113097 ’ IDEXX Turopa 1LY, 1.0, Box 1333, 2180 1K

42-41273

M W A ad
5 Diluant probe EoE0R
IDEXX CSEV Ab l()ﬁl
1sml >1§ |

Exclusiv pentm e
uz veterinar VD , vv’? ;’

TGRSR PR ETI NN
l Tioofddorp. Olands
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“xelusiv pentru uz veterinar
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20 ml

Solutie de stopare N.3

LOT

Ni K oR$

Iixclusiv pentru uz veterinar
VD

C
J'CX

IDEXX Switzerland AG. Stationsirasse 12, CH-3097 Liehefeld:

Berma

IDEXX Europa BV, P.O. Box 1333.2130 EK Hoofddorp, Olanda
442511

D425 1100

C Solutic de spilare concentrati (10x) DERX
Lot
125 m! 2
N K077

lixclusiv pentru vz veterinar
VD

P
e -X

IDFXX Switzeriand AG. Stationstrasse 12, CI1-3097 Lichefeld-

TDEXX burope WLV, P.O. Box 1334, 2130 EK IHoatddom, Olanda
43-40898

044059801
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IDEXX CSFV Ab
Pentru utilizare cu seruri §1 plasma de porcine.
Nota: Pentru uz veterinar exclusiv.

LOT

Reagenti Cantitatca
1.Placi captusite cu antigen CSFV 5

2. Control pozitiv 1x1,0ml
3. Control negativ 1x1,0ml
4. Conjugat 1 x 60ml
S. Diluant probe 1x45ml
A. Substrat TMB N.12 1 x 60ml
B. Solutie de stopare N.3 1 x 60ml
C. Solutie de spilare concentrati (10x) 1 x480ml

IDEXX Switzerland AG
Stationstrasse 12, C11-3097
Lichefeld -Bema

Tel. .+41 31 9706260

Fax +41 31 9706279

[

it

IDEXX Lurope BV
PO Box. 1334, 2130 EK : ;
Hoofddorp, Olanda b
Tel. 00800-727-43399
Fax 00800-433-99329
04-40769-01




99-41279
IDEXX CSFV Ab

IDEXX CSFV Ab
Pentru utilizare cu seruri si plasma de porcine.
Nota: Pentru uz veterinar exclusiv.

LOT

Reagenti Cantitatea
1.Placi ciptusite cu antigen CSFV 2

2. Control pozitiv 1x 1,0ml
3. Control negativ 1x 1,0ml
4. Conjugat 1x25ml
5. Diluant probe 1x15mi
A. Substrat TMB N.12 1 x 20ml
B. Solutie de stopare N.3 1 x 20ml
C. Solutie de spalare concentratd (10x) Ix 125ml

IDEXX Switzerland AG
Stationstrasse 12, CH-3097
Licbefeld -Berna

Tel. 441 31 9706260

Fax +41 31 9706279

8°C

i

IDEXX Furope B.V

PO Box. 1334, 2130 EK

Hoolddorp, Olanda

“Tel. 00800-727-43399

FFax 00800-433-99329
04-41279-01






