PrioCHECK ® CSFV Ab 2.0

ELISA pentru detectia in vitro a anticorpilor anti Virus Febra Porcina Clasica in ser gi plasmé la porci

Kit cu § ptaci pentru 450 de probe
©Prionics AG
Vearsiunea 1.0_e

“introducere

Virusul Febrei Porcine Clasice (PPC, cunoscuta si sub
denumirea de holera porcului) este membru at genului
pestivirus (impreund cu Virusul Diareei Virale Bovine si
Virusut Maladiei Border) din familia Flaviridae. PPC este
0 boald virald contagioasa a porcilor, declarabita (lista A
a OIE) si izbucnirile acesteia duc la pierderi economice
importante in tarile crescatoare de porcine.O detectie
rapidd a porcilor infectati este esentiaid in prevenirea
r&aspandirii virusului §i in controlut bolii

Virusul PPC este inrudit cu pestivirusurile care produc
diareea viral bovina si maladiaBorder.

Reactii incrucisate intre anticorpii impotriva BVBV sau BD
pot genera rezulate ELISA fals pozitive mai ales in
cadrul fermelor de porci care sunt aproape de ferme in al
caror efectiv exista BVDV sau BD. Pentru a prevenii
aparitia rezultatelor fals pozitive PrioCHECK ® CSFV Ab
2.0 detecteaza anticorpii anti domeniu A a proteinei E2 a
virusului PPC

PAoCHECK ® CSFV Ab 20 detecteaza anticorpii
impotriva tulpinilor inalt-, moderat-, i slab virulente ale
virusului  PPC  imediat dupa infectare. Detectia
anticorpilor impotriva tulpinilor slab virulente a virusului
PPC este de o importantd mare in urmarirea infectilor
subclinice cu virusul PPC

ProCHECK ® CSFV Ab 20 combind o procedura de
testare simpld si convenabild cu o specificitate si
sensibilitate  crescutd. Prezentarea actuald permite
folosirea ugoara pe sistemele ELISA automate
ProCHECK ® CSFV Ab 2.0 este potrivit pentru testarea
pe scaré larga

Reactivul cheie folosit in PrioCHECK ® CSFV Ab 20
esle anticorpul monoclonal (mADb) directionat impotriva
unui epitop localizat pe domeniul A al proteinei E2 (GP-
§5) al virusului PPC

Domeniul A este ales deocarece acest domeniu antigenic
este mult mai specific pentru PPC decat domeniile 8,C si
D ale E2.Proba si diluantul pentru proba sunt repartizate
in godeurile placii de testare si incubate la 37£1C Oupa
aceea , placa este spalatd si mAb HRPO este repartizat
n toate godeurile placii test

Dupa ce placa este spalata Substratul cromogen (TMB)
este dispersat peste godeurile placii de testare. Dupa
incubarea la 22+3'C reactia de culoare este stopata
Reactia de culoare dezvoltatd este masuratd optic la
lungimea de undd de 450 nm s§i aratd prezenta
anticorpilor antivirusului PPC

omponenteale kitului

A se depozita kit-ul la 5+3'C pana la data expirarii. A se
vedea etichetakit-lui  pentru valabilitate.  Stabilitatea
componentelor diluate, deschise sau reconstituite este
notatd mai jos, unde este cazul. Datele privitoare la riscut
chimic sunt disponibite in sectiunea * Masuri de siguranta
$i Declaratii R&S) — Apendix il

Componenta 1
Placa test

Cinci piaci test livrate in pungi cu saculeti desicanti.

Componenta 2

Conjugatul (30x)

(In concentratie de 30x, a se dilua inainte de folosire)
C fiola contine 2,5ml Conjugat

Conjugatul diluat nu este stabil, a se prepara chiar
inainte de folosire

INSTRUCTIUNI DE FOLOSIRE

| Matdria} aditionatalngcesars ;.

| Procedabi dé testare |

T Deramirea E1 pentru proteina capsulara “GP-55) a CSFV a foal schimbaia in E2
de catre Comitettus pentru Taxonomia Virusurilor (Australia. septombrie, 1995)

Componenta 3
Diluant conjugat (gata de folosire)
O fiola cortine €0 ml Solutie tampon pentru diluare

Componenta 4

Lichid de spalare (200x)

(200x conrentrat, se dilueaza inainte de folosire) O fiola
contine 60 ml Lichid de spalare. .
Stabilitate:- solufie de spalare’ 1 sdptamana la 2243 C

Componenta 5(gata de folosire)
Diluant prcba
Doua flacone fiecare contine 11.0 mi diluant proba

Componenta 6
Control pozitiv (gata de folosire)
O fiola cortine 2.2 ml controt pozitiv

Componenta 7
Control slab pozitiv (gata de folosire)
O fiola cortine 2.2 ml control slab pozitiv

Componenta 8
Control negativ (gata de folosire)
O fiola cortine 2.2 ml control negativ

Componenta 9
Substrat cromogen (TMB) (gata de folosire:
O fiolé cortine 60 mi Suhstrat cromogen (TMB)

Componenta 10
Solutie de stopare (gata de folosire)
Un flacon contire 80 ml Solutie de stopare

Componente aditionale kit-ului
- instructiunile de folosire
- 10 folii pentru sigilare placilor
- Cenrtificat de Analiza

Generale:
Echipameite de laburator conform masurior  de
siguranta 1 ationaie

Incubare

Incubator pentru microolacii care sa atinga cel putin
50°C)

Analiza rezultatelor:

Cititor de placi ex. Multiscan EX sau echivalent. Cititorul
frebue sa dispund de un filtru adecvat care sa citeasca
placite 1a 450 arn.

Optional:
Spalator p:ntru placi ex. Tecan EIA sau echivalent

Precautiuni

Trebuiesc urmarite strict masurile nationale impuse
pentru lucrul cu probe de naturd animala. Testul
PrioCHECK ® CSFV Ab 2. trebuie realizat in laboratoare
specializat 2 in acest scop

Probele trebuiesc considerate drept potential infectioase
i toate an.coleie care vin in contact cu probele trebuiesc
consideral 2 ca potential contaminate.

Strict pentru diagnostic veterinar in-vifro
A se depozita la 5¢3C
Nr. produs: 7610600

Datele privitoare la riscui chimic sunt disponibile in
sectiunea “ Masun de sigurantd si Declaratii R&S) -
Apendix I!

Note

Pentru a atinge rezultatele optime cu PioCHECK ® CSFV

Ab 20 trebuiesc luate in considerare urmatoarele

aspecte:
. Procedeul de testare trebuie urmat

strict.

. Toti reactivii trebuiesc adusi la temperatura
camerei (2213°C ) inainte de folosire

- Varfurile pipetelor trebuiesc schimbate
dupa fiecare pas de pipetare

. Trebuiesc folositi recipienti diferili pentru
fiecare solutie

. Componentele kit-ului nu trebuiesc folosite
dupd data expirdrii sau daci se observa
modifican.

. Componente din loturi diferite nu trebuiesc
utilizate impreund.

. Trebuie folositd apa demineralizatd sau de

calitate asemanétoare
Solutiile de pregitit inainte

Diluarea conjugatului

Se dilueazad conjugatul (30x) (Componenta 2) 1/30 cu
Solutie tampon de diluare (Componenta 3). de ex. pentru
o placd se prepard12 ml { se adaugad 0.4 ml Conjugat
(30x) la 11.6 mt de Solutie tampon de diluare).

Notd: Conjugatul diluat trebuie preparat chiar inainte
de folosire.

Solutia de spalare

Lichidul de spalare (200x) (Componenta 4} trebuie diluat
1/200 cu apa demineralizatd si este suficient pentru un
volum final de 12 litri de solutie de spalare

Solufia de spdlare poate fi depozitatd o sdptdmana la
2243°C

QObservafie: O spalare inadecvatd a plicii de testare poate duce la

un fond intens. Este de preferat un sistem automat de spalare fata

de spalarea cu ajutorul pipetei multicanal (dar nu obligatoriu) sau

fata de introducerea placii in solutia de spalat. Pentru toate metodele

nu este obligatorie umezirea placii intre spalari.Un volum minim de
od|

1.1 Se repartizeaza 20 pl din Componenta §
in toate godeurile placi de testare
{Componenta 1)

1.2 Se repartizeaza 80 pl din Controlul negativ
(Componenta 8) in godeurile A1 si B1

13 Se repartizeaza 80 yl DI Control slab pozitiv
(Componenta 7) in godeurile C1 §i D1

1.4 Se repartizeazd 80 pl din Control pozitiv
{Componenta 6) in godeurile E1 gi F1

1.5 Se repartizeaza 80 pi de proba intr-una

(test simplu) sau doud (test duplicat) din
godevurile adiacente ale placii test.

1.6 Se acopera placa .

1.7 Se agita placa usor

1.8 Se incubeaza placa timp de 6015 minute la
37:1°C.

[ Incubarea cu CONJUGATUL

21 Se goleste placa si se spala de 6 ori cu 200
- 300 pl solutie de spalare. Se scutura bine
placa dupa utima spalare.

22 Se repartizeazd 100 pl din  Conjugatul
diluat in toate godeurite.

23 Se sigileaza placa 3

24 Se incubeazd placa 30+1 minute 1a 37¢1°C




Incubarea - cu substratul
cromogen(TMB)

31 Se golegte placa si se spala de 6 ori cu 200
— 300 pt solutie de spalare. Se scuturd bine
placa dupé uttima spalare

32 Se repartizeazd 100 ul din Substratul
Cromogen (TMB) in toate godeurile.

33 Se incubeaza placa 20 minute la 22£3'C

34 Se repartizeazd 100 pt din Solutia de
stopare in toate godeurile.

35 Se amesteca continutul godeurilor prin
pipetare

Nota. Se incepe adadugarea Solutiei de stopare la 20
dupd ce primut godeu a fost umplut cu Substratul
cromogen (TMB). Se adaugd Solutia de stopare in
aceeasi ordine si in acelasi loc in care a fost pus
Substratul cromogen (TMB).

Citirea gi calcularea rezultatelor

4.1 Se masoard densitatea optica ( OD) a
godeurilor la 450 nm de preferin{a in 15 min
dupé ce dezvoltarea culorii a fost oprita.

4.2 Se calcuteazd DOasso medie a controlului
negativ ( godeu A1 si B1). Aceasta este
val. Max.a  ODuso

4.3 Calculati procentul de blocare ( P ) at
Controlului Slab Pozitiv,Controlului Pozitiv si
al probelor conform formulei de mai jos

DOuso corectd a tuturor probelor este exprimata ca si
procent inhibitor (P1) corelat DO4so max

DO 450 a probei
PI=100 -{ ]x 100
DO 450 max

Interpretarea rezultatelor

Criteriile de validare
5.1 Valoarea medie a DQOuso a Controlului
Negativ trebuie sa fie >1.0

52 Procentul de blocare al Controlului
Slab Pozitiv trebuie sa fie >50%

53 Procentul de blocare al Controlului
Pozitiv trebuie sa fie >80%
54 Neindeplinirea acestor criterii este

motiv pentru a anula rezultatele
acelei placi test.

Nota:

. Dacd DOuso @ unei probe este mai mare
decat DO4so max , procentul inhibitor poate
fi interpretat ca 0%

. Daca valoarea medie DOuso @ Controlutui
Negativ este sub 1.000 este posibil ca
substratul cromogen s& fie prea rece. In
acest caz preincalziti solufia la 23+3°C sau
incubati pana la 30 min.

. Dacé valoarea medie DOuso a Controlului
Negativ este peste 2000 este recomandata
o perioada mai scurta de incubare cu
substratul cromogen.

Interpretarea procentului de blocare

Pl = <40% ( negativ)
Anticorpii specifici PPC sunt absenti in proba.

Pl=240% ( pozitiv)
Anticorpii specifici PPC sunt prezenti in proba.

Avizare

Acest manual este considerat ca fiind complet si exact la
timpul publicarii. Prionics AG nu se face raspunzatoare
de deteriorarile ca urmare a folosirii acestui manuat

Raspunderea

Prionics AG garanteaz& c& produsele indeplinesc
specificatiile publicate atunci cand sunt folosite conform
instructiunjor date §i in termenul de valabilitate declarat
ioni G nu oferd alte garanti, exprimate sau
e~hy existd garanti pentru vanzarea sau
i m,;? ‘sc{:pun' particutare.Garantia oferitd in
e fal egum §i datele, specificatile sau
u‘k prod O)‘S\ companiei Prionics AG se

regdsesc in cataloagele publicate de companie si
literatura aferentd produselor nu poate fi schimbatd cu
exceplia acordului scris i semnat de catre un
reprezentant al Prionics AG. Relatare.:, scrisd sau
verbald, a unei incompatibilitali care nu es e acoperita de
cétre garantie sau care nu apare in public fiile companiei
nu este luatd in calcul

In cazul aparitiei unei probleme antericare garantiei,
Prionics AG se obligh sd repare sau & inlocuiascd
produsui, optional, sau par{i din acesta sesizate prin
notificarea Prionics AG de catre client. Da::a Prionics AG
. In urma unor eforturi rezonabile, n. reuseste sa
remedieze sau sa inlocuiasca produsul, se retumeaza
banii clientului

Prionics AG nu este responsabili de pagubeie sau
incidentele precum si de pierderile econcmice sustinute
de clienti in urma folosirii produselor comp.niei

Prionics AG $i Prionics Lelystadt B.V. sunt companii
certificate ISO 8001:2000.

Misuri de siguranta si declaratii de R&S
Masurile de siguranta nationale trebuiesc « rmarite strict

Declaratii R&S

Compcnenta 1

Placa de testare

Codul de risc . acest produs nu este clasificat conform
reglementarilor UE

Componenta 2

Conjugatul (30x)

Codul de risc: acest produs nu este clasificat conform
reglementdrilor UE

Componenta 3

Solutia tampon pentru diluare (gata de folosire)

Codul de risc. acest produs nu este clasificat conform
reglemeantaritor UE

Componenta 4

Lichid de spalare (200x}
Codul de risc . acest produs n
reglementarilor UE

c

este clasificat conform

Componenta §

Diluant proba

Codul de risc : acest produs n
reglementariior UE

[

este clasificat conform

Componenta 6

Control pozitiv

Codul de ris¢. . acest produs n
reglementarilor UE

c

este clasificat conform

Componenta 7

Control slab pozitiv

Codul de ris¢ . acest produs
regiementarilor UE.
Componenta 8

Control negativ

Codul de ris¢ . acest produs n
reglementarilor UE.

>
€

este clasificat conform

<

este clasificat conform

Componenta 9

Substrat cromogen (TMB) (gata d= folosiie)

Codul de risc : acest produs nu este clasificat conform
reglerrentérilor UE

Componenta 10

Solutie de stopare (gata de folosirz)

Codul de risc : R35 : Produce arsuri severe

526: In cazul contactului cu ochii, se spald cu apéd din
abundenta si se cere sfatul medicului

S$36/37/39: A se purta imbracaminte spec ald, manusi i
ochelari de protectie.

$45: In caz de accidentare sau stare de rau, se cere

sfatul medicului urgent ( a se vedea eticheta de pe
flacon)
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PRIONICS PrioCHECK® CSFV Ab 2.0

Test ELISA detectie anticorpi CSFV

Kit cu 5 placi
Prod. Nr. 7610600

ELISA pentru detectia in vitro a anticorpilor
anti virusul Pestei Porcine Clasice in probe
de ser sau plasma de suine

Kit pentru detectia a 450 probe
Strict pentru diagnostic vetennar in-vitro

-

VERSIUNE LIMBA FRANCEZA

~

VERSIUNE LIMBA GERMANA

-

VERSIUNE LIMBA SPANIOLA

-

VERSIUNE LIMBA ENGLEZA

CONTINUTUL KITULUL

Componenta 1

Flaci de testare; 5 bucali

Componenta 2:

Conjugat(30x),2.5 ml,

Componenta 3

Dituant conjugat (gata de utilizare), 60 ml;
Componenta 4.

Lichid de spaiare(200x),60 ml

Componenta 5

Diluant probe (gata de utilizare}, 11 mi,

2 flacoane

Componenta 6

Control pozitiv (gata de utilizare),2.2 ml
Componenta 7:

Control slab pozitiv (gata de utilizare), 2.2 ml
Componenta 8:

Control negativ (gata de utilizare), 2.2 mi
Componenta 9

Substrat (TMB) cromogen {gata de utilizare),
€0 ml;

Componenta 10

Solutie de stopare, (gata de utilizare), 60 ml
10 folii de sigilare

PRODUS DE

Thermo Fisher Scientific
Prionics Lelystad B.V
P.0. Box 2271

NL-8203 AG Lelystad
Olanda

Telefon +31 320 714000
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Traducere din limba engleza

MASTERL;\YOUT PrioCHECK® CSFV Ab 2.0 kit cu 5 placi cu strip-uri

V 11/07

PRIONICS  www.PRIONICS.COM
Art. nr. 7610611
PrioCHECK® CSFV Ab 2.0
Componenta |

Placa test

Nr.Autorizarc BFAV-301

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyyy 5=#£3°C

PRIONICS www.PRIONICS.COM Nr.Autorizare BFAV-301
Art. nr. 7610606

PrioCHECK® CSFV Ab 2.0

Componenta 2

Conjugat (30X)

2.5ML

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyyy 5=3°C

PRIONICS www.PRIONICS.COM Nr. Autorizare B “AV-301
Art. nr. 7610605

PrioCHECK® CSFV Ab 2.0

Componenta 5

Diluant proba (gata de utilizare)

11,0 ml

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyyy 3543 °C

PRIONICS www.PRIONICS.COM Nr.Autorizare BFAV-301
Art. nr. 7610604

PrioCHECK® CSFV Ab 2.0

Componenta 6

Control pozitiv {gata de utilizare)

2,2 m]

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyyy 5+3°C

PRIONICS  www.PRIONICS.COM Nr.Autorizare B“AV-301
Art. nr. 7610603

PrioCHECK® CSFV Ab 2.0

Componenta 7

Control slab pozitiv (gata de utilizare)

2,2 mlml

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyyy S#3C

PRIONICS  www PRIONICS.COM Nr.Autorizare BFAV-301
Art. nr. 7610602

PrioCHECK® CSFV Ab 2.0

Componenta §

Control negativ (gata de utilizare)

2.2 ml

LOT xxxxxxx

dd-Mmm-yyyy  5+3°C

PRIONICS  www.PRIONICS.COM
Art. nr. 7610607
PrioCHECK® CSFV Ab 2.0
Componenta 3

Diluant conjugat (gata de utilizare)

60 ml

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyy

Nr.Autorizare BFAV-301

543 °C

PRIONICS  www.PRIONICS.COM
Art. nr. 7610301
PrioCHECK® CSFV Ab 2.0
Componenta 4

Lichid de spalare (200x)

60 ml

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyyv

Nr.Autorizare BFAV-301

543 °C

PRIONICS  www.PRIONICS.COM

Art. nr. 7588925
PrioCHECK® CSFV Ab 2.0
Componenta 9

Cromogen (TMB) substrat (gata de utilizare)
60 ml

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyyv

543 °C

Nr.Autorizare BFAV-301




PRIONICS  www.PRIONICS.COM
Art. nr. 7610302

PrioCHECK® CSFV Ab 2.0

Componenta 10

Solutie stopare (gata de utilizare)

60 mil

LOT xxxxxxx dd-Mmm-yyyy

54£3°C

Nr.Autorizare BFAV-301

LFb





