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Kit ELISA competitiv pentru detectia anticorpilor impotriva
virusului PPRV

PPRV Ab cELISA

Numadr de produs: E40151

Unitate de produs: 1 placd cu 96 de godeuri, 2 plci cu 192 de godeuri, 5 pléci cu 480 de godeuri, 10 placi cu
960 de godeduri
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Appendix 10

1. Introducere

Pesta micilor rumegatoare (PPR) este o boal3 virald cauzatd de un morbillivirus, care afecteazi
in special micile rumegatoare domesticite, precum si cimilele. Aceasta se caracterizeazd prin
rate ridicate de morbiditate 5i mortalitate si are un impact economic semnificativ Tn regiunile din
Africa, Orlentul Mijlociu si Asia, unde micile rumegdtoare contribuie la asiqurarea mijloacelor de
subzistenid. Animalele afectate prezintd febrd mare sl stare de depresie, insofite de secretii

oculare si nazale.
Acest kit utilizeazd anticorpi Tmpotriva virusului PPR (PPRV), pe baza cirora au fost dezvoltate

ulterior testele ELISA competitive sau testele imunologice cu flux lateral, destinate testdrii de

faborator.
2. Descrierea testului

Acest kit ELISA competitiv pentru anticorpi fmpotriva PPRV este conceput pentru a detecta
anticorpii Impotriva PPRY in probele de ser de caprd. Placa de microtitrare cu 96 de godeuri a
fost precdptusitd cu proteina nucleocapsidicd recombinantd (proteina N). In timpu! testdrii,
probele sunt addugate In godeurile micropldcii, unde antigenul precdptusit va captura
anticorpii Tmpotriva PPRV din proba si va forma un complex antigen-anticorp. Anticorpii
nespecifici sunt eliminati printr-o etapa de spdlare. Apoi, in fiecare godeu se adaugi IgG de
capra anti-porcin conjugat cu peroxidazd de hrean (HRP), care intrd in competitie cu anticorpii
din probd. Dupa o altd etap3 de spélare pentru indepdrtarea conjugatului care nu a reactionat,
se adauga substrat si se va dezvolta o culoare albastrd dacd sunt prezenti anticorpi impotriva
PPRV. Reactia enzimaticd este opritd si se mdédsoara valoarea OD la 450 nm. Intensitatea

masuratd este invers proportionald cu cantitatea de anticorpi prezenti in proba.

Acest kit ELISA poate [i utilizat pentru detectarea anticorpilor impotriva virusului PPRV in serul
caprelor, oilor etc.

3. Precautii
» Pistrati kitul la 2-8°C. Inainte de utilizare, verificati numérut lotului si data de expirare.

» Inainte de utilizare, aduceti kitul la temperatura camerei. De exemplu, scoateti-l din spatiul
frigorific si lasati-1 la temperatura camerei timp de cel putin 30 de minute,

e Solutia de stop din kit este acida. Evitati contactul acesteia cu méinile sau cu pielea.

» Componentele kitului sunt neinfecticase, insd probele prelevate din teren trebuie tratate ca
fiind potential infecticase. Manipulati toate aceste materiale in conformitate cu
regulamentele laboratorului dumneavoastra.

« Dup# finalizarea experimentulul, toate materialele utilizate in laborator trebuie eliminate si
gestionate corespunzdtor, in conformitate cu reglementdrile focale.

4, Limitari ale testului

Acest kit ELISA este conceput in prezent pentru uz veterinar. V& recomandam validarea in propriul
laborator cu diferite metodologii pentru a confirma performanta. Dacd nu este utilizat in scopul

mentionat, v rugdm si ne contactati pentru asistentd.

5. Reactivi furnizaii
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Kitul congine urmétoarele elemente,

Nr. articol Descriere 1 placd 2 plici 5 placi 10 pléci

1 Microplacé precdptusitd 1x96 godeuri 2 x 96 godeuri 2 x 96 godeuri 10 x 96 godeuri
cu antigen

2 Control pozitiv ix1mi Ix1ml 2ximl 2x2ml
3 Control negativ I x imi 1x1iml 2% 1wl 2x2ml
4 Conjugat enzimatic 1% 25ml 1x25ml 3x25ml 2x60ml
5 Substrat TMB 1x25mi 1x25ml 3x25mi 2x60ml
6 Solutie de oprire 1x20 ml 1x20ml 2x20ml 2x40ml
7 25X Tampon de spélare ’ 1x30mi 1x30ml 3x30mi 2x60ml
8 Tampon de proba 1x30ml 2x30ml 3% 30 mi 3x60ml
9 Instructiuni pentru kit 1set 1 set 1set 1set

6. Instrumente necesare

- Cititor ELISA cu 450 nm
. Micropipetd 20-200 ¢
° Micropipetd muilticanal 50~300 pl

7. Pregétirea reactivilor
« Asigurati-vi c trusa si toate probele de testare au fost aduse la temperatura camerei (18-
26°C) inainte de utilizare. Agitati usor flecare reactlv inainte de a-| adauga n godeu.

s Controlul pozitiv, controlul negativ, conjugatul enzimatic, tamponui de probe, substratul si
solutia stop pot fi utilizate direct,

e Tampon de spalare (25X): diluati tamponul de spdlare 25X furnizat in kit cu ap8 deionizatd in
raportul de volum de 1:24. De exemplu, 10 ml tampon de spilare 25X + 240 ml ap3
deionizatd. Tamponul de spalare diluat poate fi pastrat ia 2-8 °C timp de 7 zile.

« Pregitirea probei: centrifugaii proba de sénge la 4000 rpm timp de 10 minute, apoi
colectati supernatantul. Apoi diluaii proba in raport de 1:9 cu ajutorul pidcii de diluare a

serului (de exemplu, 15 pl de prob3 de ser + 135 pl de tampon de proba).

8., Procedura de testare

1. Scoateti microplaca din punga cu fermoar si marcati locatia probei.

2. Adiugali 100 pl de control negativ in doud godeuri (100 pl/godeu).

3. Ad#ugati 100 pl de control pozitiv In alte doud godeuri (100 pl/godeu).

4. Se adaugd 100 pl de proba de ser diluatin godeuri (100 pl/godeu). Varful pipetel trebule
Inlocuit la flecare probé diferitd pentru a preveni contaminarea incrucisata.

5. Acoperiti placa cu capacul corespunzator si incubatii la 25°C timp de 45 de minute.

6. Goliti lichidul din godeuri si spaiati de 5 ori cu tampon de spélare (300 pi per godeu). Bateli
usor microplaca cu fata in jos pe hartie absorbantd pentru a indepérta lichidul rezidual si
pentru a vi asigura ci placa este complet uscata.

7. Addugati 100 ul de conjugat enzimatic HRP in fiecare godeu. Acoperiti din nou placa si
incubati la 25°C timp de 30 de minute.

8. Repetati din nou etapa de spalare.

. Ad&ugati substratul in fiecare godeu, cte 100 pl pe godeu. Acoperifi din nou placa si
incubaii la 25°C timp de 10 minute, Not3: evitati expunerea directd la lumina soarelul,

10. Adaugati 50 i de solutie de oprire in fiecare godeu pentru a opri reactia.
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11.  Utilizati cititorul ELISA pentru a citi placa la 450 hm.

9. Determinarea rezultatului

Rezultatul testului este valid atunci cdnd , valoarea medie a OD a controlutul negativ” > = 0,5, iar,IN al
controlului pozitiv” >50%. in caz contrar, vi rugdm sd repetati analiza cu un kit nou,

1) Calculul IN:

OD mediu al controlului negativ —~ OD mediu al probei
x 100% = IN%

OD mediu al controlului negativ
2) Criterii pentru rezultate pozitive si negative.
Pozitiv: IN% 250%:; Negativ: IN% <50%
10. Depozitare si termen de valabilitate

Kitul trebuie depozitat la 2-8 °C, ferit de lumina directd a soarelui,
Perioada de valabilitate este de 12 luni.

11. Referinte
(1) https://www.oie.int/en/disease/peste-des-petits-rurninants/

(2) https://www.msdvetmanual.com/generalized-conditions/peste-des-petits-ruminants/over
view-of-peste-des-petits-ruminants
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. Appendix 13

anticorpilor

Kit ELISA competitiv pent
fmpotriva virusului PPRV

LOT: £40151260602
EXP: 2027.06.01
Stocare la: 2-8°C

SCIEENCI
e AT
Bow kB m #

NS
ettt
00t R My ¥




Appendix 15

Wicroplaca - Controf Negativ
86 godeurl 1mL
: Con E4D151280602 i E40151280002
b s T 2027,08.01 < 2027.086.01

Conjugat Enzimatic Gontrol Poitiv

25mi : oL
E401561260602 | " E40151200802
2027.06.01 i 2027.08.01

“ . Substrat TMB
- 25ml ‘

E40151260802
2027.06.01

Solutie Stop
20mbL

E40151280802
2027.06.01

.- Tampon de spalare
e 28X, 30mL

- E40151260802
2027.08.01

Tampon de proba
30mbL
£40151260802
2027.08.01




