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Kit pentru detectia anticorpilor anti-Mycobacterium paratuberculosis

Exclusiv de uz veterinar

Denumire si utilizare

IDEXX Paratuberculozid Screening este o tehnicd imunoenzimatics pentru detectia
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 rumegatoare mici.

Informatii generale

Paratuberculoza sau boala Iui Johne este o enteritd cronica a rumegatoarelor, ale carei
semne clinice sunt diareea si pierderea in greutate. Infectia este datoratd unui bacil
rezistent la acizi: Mycobacterium paratuberculosis. Uzual, animale sunt infectate in primul
an de viata prin ingerarea alimentelor contaminate cu fecale de Ia 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 si animalul
infectat moare din aceastd boald. Metoda descrisa in acest kit este foarte asemanatoare
Cu aceea descrisa in recomandarile 5b/009 (Manualul Tehniciior de Diagnostic
Recomandate si Cerintele pentru Produsele Biologice, volumul Il — Paratuberculoza
5b/009, Paris: Organizatia Mondiald pentru S#nitate Animala, 1989-91). Antigenul
captusit pe fundul godeurilor este un extract protoplasmatic de Mycobacterium
paratuberculosis. Probele sunt incubate mai indi cu un extract de Mycobacterium phlei
pentru a neutraliza orice reactii posibile de contaminare incrucisatd cu mycobacterii
atipice.

Descriere si principiu

Microplécile sunt céptusite cu antigen MAP. Probele de testat sunt pre-incubate cu extract
de Mycobacterium phlei pentru a lega anticorpii nespecifici. Apoi probele sunt transferate
s$i incubate in godeurile microplacii captusite. in timpul incubdrii probelor, anticorpii
specifici MAP formeaza un complex imun antigen-anticorp pe suprafata godeurilor. Dup3
spalarea pentru eliminarea materialului nelegat, se adauga conjugatul enzimatic, un
anticorp anti-rumegdtoare, care se leagd la orice complex imun antigen-anticorp.
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. Rezultatul este obtinut prin compararea
densitatii optice a probei cu media densitétilor optice ale controlului pozitiv.




Reagenti .- Volume

1 Placi captusité cu-antigen MAP 5 10 30

2 Control pozitiv: /- 1x0,5ml  2x0,5ml 3x1ml

3 Control negativ.-/ 1%0,5ml  1x0,5ml 3x1ml
4a Conjugat concentrat 1x0,75m!  1x1,5ml 3x1,5ml
4b Tampon-dedilutie N.1 1x120m!  1x120ml 3x120ml|
5  Tampon de diluie N.12 1x100m! 2 x100ml 5x100ml
A  Substrat TMB N.9 1x60ml 1x120ml 3x120ml
B  Solutie de stopare N.3 1x60ml 1x120m! 3x120ml
C Solutie de spalare concentrata (20x)  1x100ml 2x100m! 6x100ml

Nota: vezi tabelul de la sfarsit pentru descrierea simbolurilor internationale utilizate pe etichetele din set.
Stocare

Pastrati toti reagentii la 2-80C. Reagentii sunt stabili pana la data expirarii, dacd sunt
stocati corespunzator.

Materiale necesare dar nefurnizate

Micropipete de precizie si micropipete multicanal

e Varfuri de micropipeta

« Cilindrii gradati pentru solutia de spalare

« Cititor de microplici de 96 de godeuri (echipat cu filtru de 450nm)
e Spélitor de microplaci (manual, semi-automat sau sistem automat)
o Utilizati doar apéa distilata sau deionizata pentru prepararea reagentilor utilizati in
test

« Capace de placi (folii adezive sau de aluminiu)

¢ Centrifuga (capacitate 2000xg)

o Vortex sau echivalent

o Agitator de microplaci

e Microplaci necéptusite pentru etapa de pre-incubare

Precautii si avertismente pentru utilizatori

Manipulati toate materialele biologice ca potential infectioase

Purtati manusi de protectie/echipament de protectie/ochelari de protectie/masca de
protectie cand manipulati probele si reagentii

Consultati fisa de securitate pentru mai multe informatji

Uitati-va la sfarsitul instructiunilor pentru precautii si avertismente

Practici de laborator

Rezultate optime vor fi obtinute prin respectarea stricta a acestui protocol.

Pipetarea cu grija, respectarea timpului si a metodei de spalare in timpul procedurii
sunt necesare pentru mentinerea preciziei si a acuratetei. Utilizati varfuri de
micropipete separate pentru fiecare proba si ser martor.

Nu expuneti solutia TMB la lumina puternicd sau orice agent oxidant. Utilizati

sticlarie curatd sau recipiente din plastic la manevrarea TMB-ului.

Toate deseurile vor fi decontaminate corespunzitor inainte de distrugere.

Eliminarea deseurilor sd se faca in concordantd cu legislatia locala, regionald si
nationala.

reagentii neutilizati inapoi in flacoane.

din loturi diferite
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Lucrati cu grija pentru a preveni contaminarea componentelor kitului. Nu puneti

Nu utilizati setul dupa data de expirare si nu amestecati componente ale sg




Prepararea reagentilor

Solutia de spalare SR s
Solutia de spélare concentrata (20x) trebuie diluata 1:20 cu apa distilata/deionizata inainte
de utilizare (ex. 15ml solutie de spalare concentrata (20x) Tn 285 ml apa distilatd). Aceasta
solutie va fi numitd pe viitor ,Solutie de spalare”.

Nota: Solutia de spélare concentratd (20x) trebuie adusi la 18-26°C si agitata pentru
dizolvarea oricaror saruri precipitate. Solutia de spalare este stabild pana la 3 zile pastrats
la 2-8°C.

Conjugatul

Conjugatul concentrat poate fi:

* Diluat 1:100 n tamponul de dilutie N.1 cand se utilizeaza protocolul pentru incubarea
scurta a probelor

¢ Diluat 1:200 in tamponul de dilutie N.1 cand se utilizeaza protocolul pentru incubarea
lunga a probelor

Nota: Solutia de conjugat diluat este stabild pana la 8 ore la 18-26°C.

Prepararea probelor

Probele si controalele sunt pre-diluate si pre-incubate intr-o microplacad de predilutie
necaptusita (vezi Protocolul de Testare).

Probele de lapte: poate fi folosit lapte degresat (obtinut prin centrifugare) precum si lapte
integral.

Procedeul de testare

Toti reagentii trebuie adusi la 18-26°C Tnainte de utilizare. Reagentii trebuie amestecati

prin agitare ugoara sau vortexare.

1. Inregistrati pozitia fiecarei probe pe foaia de lucru.

2. Diluati si pre-incubati probele si controalele in prezenta Mycobacterium phlei intr-o

microplaca de predilutie necaptusita:

e diluati controlul negativ (CN) 1:20 in tamponul de dilutie N.12 si distribuiti ntr-un
godeu

e diluati controlul pozitiv (CP) 1:20 In tamponul de dilutie N.12 si distribuiti in doua
godeuri ,

* probe de ser/plasmé: 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.

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

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

5. Transferati 100ul din fiecare godeu in godeurile corespunzatoare din placa captusita.

6. Omogenizati continutul godeurilor utilizand un agitator de microplaci.

7. Acoperiti microplaca (cu un capac, folie de aluminiu sau folie adeziva) si incubati timp

de 45 de minute (+5 min.) la 18-26°C sau peste noapte (16-24 ore) la 2-8°C.

8. Aruncati solutia si spalatj fiecare godeu cu aproximativ 300 ul solutie de spalare de 3-5
ori. Evitafi uscarea placii intre spalari si fnainte de addugarea urmatorului reagent.
Bateti placa de fluidul rezidual din fiecare microplaca pe un material absorbant.

Nota: daca testati probe de lapte smantanit (sau lapte luat de sub stratul de smantana),

acest mod de spélare este suficient. Cu lapte gras, este indicat s& se modifice metoda de

spalare prin addugarea unui pas de aspirare de 1 minut per ciclu de spalare. Acesta
wentacliifeaza eliminarea particulelor de grasime care se fixeaza intr-un mod nespecific la

<& .copjugat in pasul urmator. Spélarea cu constiinciozitate este esentiala pentru rezultate

g? S




9. Distribuiti 100pl cohjugat in fiecare godeu.

10. Acoperiti mlcroplaca si incubati timp de 30 de minute (+3 min.) la 18- 26°C.

11. Aruncati solutia si spalati fiecare godeu cu aproximativ 300pl solutie de apalare de 3
ori. Ewta’g uscarea placii intre spalari si Tnainte de adaugarea urmatorului reagent.
Dupa ultima aspiratie, bateti placa pe un material absorbant pentru eliminarea
lichidului rezidual.

12. Distribuiti 100ul substrat TMB N.9 in fiecare godeu.

13. Incubati 10 minute (3 min.) la 18-26°C evitand lumina directa.

14. Distribuiti 100p! solutie de stopare N.3 in fiecare godeu

15. Masurati si inregistrati valorile densitatilor optice ale probelor si controalelor la 450nm.
Nota: Cand utilizati robotica, incubarea microplécilor in camera de incubare permlte

testarea pe placa neacoperita. Utilitarea robotilor nu este compatibila cu agitarea ugoara

sau stergerea plécilor. Placile pot fi tinute pana la o oré in intuneric Tnainte de citire.

16. Calcule:
Controale

cpy - CPMus + CP2 4y,

2
Criterii de validare

Pentru Tncercari mvallde tehnlca poate fl suspecta Si incercarea trebwe repetatai
respectand instructiunile de utilizare. NOTA: IDEXX detine instrumentul si soft-ware potrivit
cu care se calculeaza mediile si valorile % si furnizeaza sumarul datelor.

Probe

17.Interpretarea
Ser si plasma

Negative Suspecte Pozitive
S/IP% < 45% 45%<S/P%<55% SIP%=55%
Lapte de bovine(®
‘Negative ~ Suspecte Pozitive
SIP% < 20% 20%<S/P%<30% S/IP%230%

Nota: () Urmatoarele reguli de interpretare sunt aplicabile pentru anahza probelor
de lapte de bovine In Germania:
¢ Probele cu S/P mai mic sau egal cu 30% sunt consnderate negatlve Ia prezeni_;a
oy antlcorpllor MAP
. ». Probele cu S/P mai mare decat 30% §| mal mic decat 40% sunt conSIderate |
o v,‘,,{‘suspecte si trebuie retestate | ;
B ;-»;;_’Probele cu S/P mai mare sau egal cu 40% sunt consnderate pozmve la pre
-+ anticorpilor MAP. '
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Pentru asistenta tehnica:

IDEXX SUA Tel: + 1 800 548 9997 sau +1 207 556 4895

IDEXX EuropaTel: +800 727 43399

Contactati managerul local IDEXX sau distribuitorul sau vizitati idexx.com/contactipd

si/sau alte tari
iXX Laboratories, Inc. Toate drepturile rezervate.




