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Kit Elisa imunocenzimatic de blocare pentru detectia specifica a anticorpilor virusului
leucozei bovine (BLV) in seruri de bovine silapte
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; ' COMPOZITIA KITULUI o }

Descrierea componentelor PREZENTARE PREZENTARE" PREZENTARE
. 2 Placi {cu 5 Placi (cu 10 Placi {cu
stripuri) stripuri} stripuri)
Unitate | Volum | Unftate | Volum | Unitate | Volum
Placi de microtitrare cu 96 de godeuri - - - - i
Placa 96 de godeuri divizate in 12 stripuri a cate 4
' 2 - 5 - 10

8 godeuri
Fiola ce contine ser control pozitiv 1 1.5 mi 2 1.5mi 2 1.5mi
Fiola ce contine ser control negativ 1 1.5mil 2 1.5 mi 2 1,5ml
Fiola cu conjugat peroxidaza {100 x concentrat) 1 700 ul 2 700 2 700 ul
Sticla cu sclutie de spalare (25 x concentrat) 1 125 mi 1 125 mi 2 125 mi
Sticla cu diluent gata preparat (DEC4-01) 1 125 mi 1 125 ml 2 125 mi
Sticla cu substrat (TMB) gata preparat 1 30 m! 1 80 mi 1 125 mi
Sticta cu sclutia de stopare. 1 60 mi 1 60 mi 1 125 mi

Alte materiale si reactivi necesari ce nu sunt furnizati cu kitul de diagnostic:

Apa distilata sau deionizata
Micropipete cu volum de 1a 5 -200 ul
Varfuri de micropipeta de unica folosinta.
Aparat pentru spalarea piacilor
Tuburi de la 50 la 250 mi
Cititor ELISA (cu filtru de 450 nm)




RETAREA REZULTATELOR:

INGEZIM BLV CONMPAC 2.0
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VI CITIREA S INTERPR

Citirea trebuie sa fie facuta cu un spectofotometru
1a 450 nm. .

A. VALIDAREA REZULTATELOR:

Testut este considerat valid:

. Daca valoarea DO a serului de control
negativ este mai mare decat de 5 ori
valoarea DO a serului control pozitiv:

DO (Ser Controt Negativ)
>5

DO (Ser Control Pozitiv)

Vaioarea DO a serului de control negativ
trebuie sa fie mai mare decat 1.

B. INTERPRETAREA REZULTATELOR:

1. Calcularea valorii de Cut-Off

+  Cut-Off Negativ = N‘C-[(NC‘PC) x 0.4)

< Cut-Off Pozitiv = NC-{(NC-PC) x ¢.5)

Unde:
NC = media vaicrilor CO a sarului control
negativ
PC = media valorilor DO a serului control
pozitiv

2. interpretarea rezultatelor

Daca doriti lucrarea probelar in duplicat, valoriie DO
vor fi calculate pentiu fiecare preba ca media
aritmetica a ambelor vaicri.

. Toate probele de ser cu DO mai mare sau
egala cu valoarea Cut OF regativ. vor fi
considérate negative.

* Toate probele de ser cu DO mai mica sau
egala cu valoarea Cut OF Pozitiv. vor fi
censiderate pozitive.

. Pentru probele de ser cu DQ cuprinse intre
cele doua valcr: de Cut Off vor fi considerate
ca dubicase (incerte). Pentru aceasta se
recomanda efectuarea unui nou test cu probe
prelevate dupa trei saptamani,

EXEMPLU PRACTIC:

Media valorilor DO

. Control Pozitiv (PC) => 0.154
. Control Negativ (NC) => 1,750
. Proba 1 => 0170
. Proba 2 => 1,684

1. Validarea testului:
NC/PC=1123>5
NC =1.750 » 1

2. Calcularea valorii de cut-off

Cut Off (-) = 1,750 - [(1.750-0.154) x 0.4} = 1.114
Cut Off (+) = 1,750 -[{1.750-0.154) x 0.5:=0.952.
3. Interpretarea rezuitatelor:

Proba 1 » Pozitiva pentru arlicorpi BLV

Proba 2 » Negativa pentru anticorpi BLV

Acest kit se bazeaza pe un test imunoenzimatic
de blocare (ELISA de biocare) care utilizeaza doi
anticorpi monoclonali  specifici fata  de
glicoproteina virala gp 51. Acest test permite
deteclia anticorpilor anti-BLV in serurile bovine
sau in tapte (individuale sau in amestec).

Facem, in cele ce urmeaza, o scurta prezentare a
tehnicii

Faza solida este reprezentala de placile capiusite
cu antigen BLV gp3i, fixat de placa prin
intermediul a doi anticorpi monoclanali specifici
fata de proteina gp51 a virusului. Dupa
adaugarea probei in godeu, daca aceasta contine
anticorpi specifici, antivirali. ei se vor lega de
antigenul adsorbit pe placa. iar daca serut nu
contine anticorpi specifici, acestia au se vor lega
la antigen
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Daca adaugam un antx??t},_ﬁ(fmprl};'odpnal specific

fata de antigenul viral ce capfuseste placa”
(cenjugat cu peroxidaza). €l va intra in compelitie
cu anticorpii din ser. Daca probele de ser contin
anticorpi specifici. ei nu vor permite legarea
anlicorpului moncclonal (Mab) marcat cu
peroxidaza la antigen. iar daca serul nu contine
anticorpi specifici. anticorpii monociorali {Mab)
se vor lega de antigenu: de pe placa.

Dupa spalarez placii pentrt a elimina  toate
materizlele neiegate, putem detecta prezenia sau
ebsenta anticorpilor menocionali (Mab) marcati,
prin adaugarea substratulu: (TMB)., care in
prezenta peroxidazei va dezvolta o reaciie
colorimetrica.
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I.- PRECAUTH SI AVERTIZARI PENTRU UTILIZATORL-

1

Cititi instructiunile de folosire cu atentie.

2. Aduceti toti reagentii la temperatura camerei
(20°- 25°Cy, inainte de utilizare.

3. Nu amestecati instructiunile sau reactivii de
ta kituri diferite.
Evitati orice contaminare a reactivilor din kit.
Nu  folositi componentele kitulu! dupe
expirarea acestora si nu  amestecaii
componentele ce apartin unor kituri sau lotur
diferite.

8. Nu mancali. nu beti si nu fumati in locui in

care manipulati probele sau reagentii kitului.

-~

Nu pipetati cu gura.

8.  Folositi un varf nou pentru fiecare proba de
ser

9 Solutia de stopare {un acid puternic) trebuic
manipuiata cu precautie. 'n cazul in care
aceasta vine in contact cu piclea, spalati cu
ara zona afectata

10. La fiecare utilizare a kiwvlui. serurile de
control {pozitiv si negativ). trebuic testate in
med sistematic

11. Substratul trebuie maniputat cu grija. este
fearte sensibil fa lumma si contaminare,



Toti reactivii si toate placile trebuiesc pastrate la +2°C si
sunt stabile timp de o luna. in cazul in care nu le utilizati i
ior la -20°C.
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lil - DEPCZITAREA COMPONENTELOR KiTULUL i

+8°C. Odata deschise, serurile de control
n acesta perioada. se recomanda pastrarea
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IV.- INFORMATII DESPRE ETAPELE DE SPALARE. 7

Etapele de spalare pet fi realizate folosind un
spaiator automat sau o pipeta mutticanal potrivita
pentru distribuirea 2 300 y! in fiecare gedeu

Dupa pericadele de incubare, trebuie sa se

efectueze etapele de spalare urmand instructiunile
de maijos:

Aruncati continutul godeuritor printr-o miscare
brusca de rasturnare a piacii. pentru a evita o
posibita amestecare a continutuiui unui godeu
Cu a celorlalte godeuri.

Distribuiti un volum de 300 pl de solutie de
spalare in fiecare godeu.

Agitati usor placa, evitand contaminarea inire
godeuri.

Rasturnati  brusc placa pentru golirea
godeurilor.

Repetati procesul de cate ori esie indicat in
instructiunile kitului.

Anterior gelirii continutului  ultimei etape de
spalare. verificati ca urmalcrul reactiv. ce
lrebuie adaugat in placa, sa fie gata de
utilizare. Nu lasati placa sa se usuce.

Dupa ultima etapa de spalare, rasturnatj placa
pe 0 hartie de filtru absorbanta si loviti-o usor.

V.- PREPARAREA REACTIVILOR ]

Solutia de spalare:

Oiluati o parte din solutia de Spalare
cencentrata, furnizata de kit, cu 24 parti de apa
distilata sau deionizata (40 ml sol. concentrata
st 960 mi apa) Cand este gata, aceasta
ramane stabila daca este depozitata 'a +2°C si
+8°C.

Serurile de control pozitiv si negativ:
Serurile de control trebuie testate ca probele

Cantitatea necesara si  suficienta de
conjugat pentru o place completa este de
10 pt de conjugat in 11 mi diluent

Cantitatea necesara si  suficienta de
conjugat pentru un strip cu 8 godeuri este de
10 ul de conjugat in 1m! diluant.

de ser, adaugaru 50uligodeu. Acestea sunt Agitati foarte tine solutia inainte de folosive.

siabile tmp de ¢ luna, la +2°C si +8°C
Pentru stocari indelungate, divizatile in
cantitati mai mici si pastrati-le la  -20°C

Prepararea conjugatului: se va face imediat
inaintea utifizarii.

Uiluali cantitalez necesara ge conjuyal
fumnizat de kit in proportie de 1/10C cu Ciluant

Preparati numai_cantitatea recesara pentiu
fiecare foiosire. deoarece wvolumu! ramas
trebuie aruncat,

Vi.- PREPARAREA PROBELOR:

- ]

Probele (seruri sau lapte) pot i testate indivigual sau in amestec/pool (pana la 10 probe de sernuri).
Canc se folosesc probe de lapte se recomanda ca acestea sa se degreseze inainte de analiza.
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Vil.- PROCEDURA DE LUCRU:

Toti reagenti {cu exceptia conjugatului)
trebuie lasali sa ajunga la temperatura
camerei inainte de utilizare.

Adaugati 50 ul de diluant de ser in fiecare
godeu. Adaugati 50 ¢ din serul de control
pozitiv, din serul de cenirol negatv si din
serurile de testat in godeurile placii. Astfei veti
realiza dilutia probeler intr-o proportie de 5.
Agitati placa cu grija pentru o mai bura
omogenizare a  dilutifor.  Recomandam
testarea serurilor de control (martorilor) in
duplicat {in doua godeuri). Incubati placa
timp de 1 ora la 37°C.

Spaiati de 3 ori. respectand procedura
descrisa.

Adaugati 1C0 i de conjugat (preparat

conform instructiunilor anterioare) in fiecare
godeu. Incubati placa 30 minute la +37°C.

Spalati de 4 on urmana procedura de
spalare.

Adaugati 10C pul din solutia de substrat in
fiecare godeu. Tineli placa timp de 10 min. la
temperatura camerei la intuneric.

Adaugati 100 pul din soiutia de stopare in
fiecare godeu, in aceeasi orgine in care
substratul a fost adaugat.

Cititi densitatea optica (DO) a fiecaru godeu
cu un spectrofotometrii la 450 nm.



"INGEZIM BLV COMPAC 2.0 CONJUGAT

PLACA CAPTUSITA cu Cojugat cu peroxidaza marcat
Antigen BLV cu Mab antigen BLV

e monoclonal
Pastrare la + 4 °C

Pastrare Ia + 4 °C
Ref: 1.2. BLV. K3

Ref: 1.2. BLV. K3

SER DE CONTROL

SER DE CONTROL
. POZITIV

NEGATIV

Pastrare la + 4 °C

Pastrare la + 4 °C v
Ref: 1.2. BLV. K3

Ref 1.2. BLV. K3

COMPOZITIA KIT-ului

Placi captusite (8x12 godeuri)

Cojugat cu peroxidaza

Ser de control pozitiv

Ser de control negativ
Diluent (DE04-01)
Solutie de stopare

Substrat (TMB)
Solutie de spalare 25 x concentrat

B INGEZIM BLV COMPAC 2.0 SOLUTIE DE SPALARE
1.2.BLV.K.3 25X Concentrat
o [nainte de folosire se face dilutie cu apa distilata
o Pastrare la+ 4 °C
Pastrare la + 4 °C Ref WB01-25
PREZENTARE
KIT cu 2 placi KIT cu 5 placi KIT cu 10 placi | DILUENT 04 -

Diluent gata preparat
Pastrare la + 4 °C
Ref: DE04-01 .

SUBSTRAT TMB
Substrat gata preparat
Pastrare la + 4 °C

Ref: SU01-01

SOLUTIE DE STOPARE
Pt. Substrat TMB

(Acid Sulfuric)

Pastrare la + 4 °C

| Ref: SF01-01
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Poate [ transportat la rece sau la temperatura camerei pentru o
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perinada de maxum 7 zile.
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