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SERELISA® BLV Ab
Mono Blocking

KIT PENTRU DETECTIA ANTICORPILOR ANTI-gp 51 Al
VIRUSULUI LEUCOZEI BOVINE IN PROBE DE SER
(INDIVIDUAL $1 POOL.-uri)

TEHNICA IMUNOENZIMATICA DE BLOCARE

384 godeuri cu o singura reactie

I. PRINCIPIUL TESTULUI

|

Kitul “SERELISA® BLV Ab Mono Blocking” utilizeazd o metod& imu-
noenzimaticd de blocare ce permite detectia anticorpilor anti -
glicoproteinei structurale (gp 51) in probe de ser. Kitul permite detec-
tarea unei probe de ser pozitiv intr-un pool de 10 seruri, conform cu
reglementarile Uniunii Europene. Reactia este compusa din trei pasi:

1. Fiecare proba de ser este plasata in godeur captusit cu glicoprbteina
structuralad (gp 51) a virusului LEB. Anticorpii anti gp 51 prezenti in pro-
b3 se vor cupla cu antigenul glicoproteinei ce captuseste godeul.

2, Dup4 o etapd de spélare se adaugé un conjugat anticorp monoclenal
anti-gp 51cuplat cu peroxidaza. Se fixeaza la siturile fibere ale gp 51
formand un complex:

(Ag gp 51) - (Anti Ac gp 51/ peroxidaza)

3. Conjugatul In exces este eliminat printr-o etapa de spélare. Enzima
cuplati la conjugat este evidentiatd prin addugarea unui substrat, ce se
transforma intr-un ‘produs colorat. Densitétile optice corespunzitoare
sunt masurate si interpretate n functie de valorile de cut-off obtinute la
martorii de control.

- In absenta anticorpilor din prob3 se va vedea o reactie de culoare in-
tens3, datorita transformarii conjugatului enzimatic legat la siturile libere
ale gp 51, fixate de faza solida.

- In prezenta anticorpilor anti gp 51 din probd, mai putin conjugat enzi-
matic se va lega de siturile gp 51 fixate de faza solida si de aceea in-
tensitatea reactiei de culoare va fi diminuata. -

[11. COMPOZITIA §1 CONSERVAREA KITULUI |

RECONSTITUIRE $I
CONSERVARE

A se utiliza In maxim 4 sé&p-
tdmani  dupa  deschiderea
ambalajului, care trebuie s fie
inchis dupa utilizare.

Diluali de 100 ori in diluantul
de conjugat si utiizati in. max
2 h dupa dilutie.

Gata de utilizat.

NATURA REAGENTULUI

4 microplaci ce contin 6 stripuri de
2 x 8 godeuri sensibilizate cu pro-
teina gp 51 a virusului LEB

Conjugat (CJ) Anticorpi monoclon-
ali anti-gp51 / peroxidazd (concen-
trat 10X)

Substrat tamponat cu

peroxidaza (SP)

Martor de control negativ (M)
Martor de control pozitiv (P)
Diluant peniru probe (DP)

Gata de utilizat.

Gata de utilizat.

Gata de utilizat.

Diluati 1/10 in apé distilata sau
demineralizata. Utilizati Tn max
5 zile dupa dilutie.

Gata de utilizat.

Solutie de spélare (W) (concentrata
de 10X)

Diluant pentru conjugat (DC)
Solutie de stopare (S) Gata de utilizat.

Filme Adezive 12 filme

Nota: Pastrati reagentii diluati la +5°C + 3°C si utilizati-i conform pro-
cedurii mentionate mai sus. )

Referintd : SBLV1.NA versiunea n°14 - 11/03/2013

m. MATERIALE $| REAGENTI NECESARI (NU SUNT FURNIZATI)

- Apa distilata sau demineralizata.

- Pipete ajustabile sau fixe pentru a masura si doza intre 0 gi 1000 pl.

Deviatia masurdtorii trebuie s fie < 10% pentru volume <10 pl i < 5%

pentru toate celelalte volume.

- Cilindrii gradati (100 ml si 1000 mi).

- Spalator manual, automat sau semi-automet pentru placile de micro-
titrare.

- Cititor de micropléci, setat cu filtre bicromatice ce pot citi la 450 si
630 nm. Se poate utiliza gi un cititor monocromatic setat pe filtru
de 450 nm.

- Incubator la +37°C + 3°C.

I IV. PRECAUTII PENTRU UTILIZARE

Calitatea rezultatelor depinde de respectarea regulilor si procedurilor
bunei practici de laborator (vedeti paragraful VI).

1. Nu amestecati sau asociati reagenti din loturi cu numere diferite.

2.Nu utilizati reagentii dupa data expirdrii.

3.Aduceli reagentii la temperatura laboratorului cu cel putin o ora ina-

inte de utilizare.

4.Manipulati toti reagentii i probele ca materiale cu risc biologic.

5.Tineti toli reagentii departe de piele si ochi. Dacé apare expunerea,

spélati imediat suprafeiele afectate cu apé reca.

6.Nu pipetati niciodata cu gura. -

7.Evitali contaminarea intre probe In timpul recoltérii, depozitarii sau

tlansportului probelor. Utilizati varfuri de pipeté de unicad folosini3,
separate pentru fiecare proba.

8.Evitati contaminarea solufisi substrat cu ioni metalici, agenti de -oxi-

dare sau detergenti. Asigurati-va ca totl recipientii sunt curati. Nu utili-

zatl acelasi reCIplent sau acelasi varf de pipetd pentru conjugat i subs-

trat.

9.Se recemanda ca eliminarea reagentiler gi a materialului contaminat

sd se facé in functie de'reglementérile in vigoare. Fisele cu datele de

securltate ale produsulm sunt disponibile Iz cerere.

Fraze de risc:

R35: ‘Cauzeaza arsuri grave.

S26: In cazul contactului cu ochii clatifi imediat cu apa din abundenti si
solicita{i sfatul medicului.

S30: Niciodata nu addugati apa peste produs.

S45: In caz de accident sau dac nu va simiiti bine, solicitali imediat
sfatul medicului.

|v. PROBE ]

Testul poate fi utilizat pe probe decantate individuale sau pool-uri de
seruri (pana la 10 probe de ser). Probele trebuie pastrate dupd cum
urmeaza:

Refrigerat Congelat Temperatura lab.
Probs (+ 5°C) (- 20°C) (23°C)
Seruri individuale .
sau-pool max. 7 zile Da - Nu

[ViPROCEDURA . . -

Strict conform procedurilor indicate mai jos. Utillizali martori de contel
negativi si pozitivi in duplicat pentru fiecare testare, pentrv fiecare
placa.

A. ETAPE PRELIMINARE

1 — Setati cu atentie distribuirea si identificarea martorilorsi probelor.

inainte in tuburi de hemoliza, mlcropléa blank,
testare

B. PROCEDURA DE TESTARE

| - DISTRIBUIREA MARTORILOR DE CONTR

1. Distribuirea martorilor de control:
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Martorii de control sunt gata de utilizare.

Dupé agitarea flacoanelor, adaugati 100 ul de martor de control negativ
(N) in godeurile At si A2 si 100 pl de martor de control pozitiv (P) in
godeurile B1 si B2.

2. Distribuirea probelor:

Fiasafl 100 pl de probz de ser diluat in prealabii (de zece or) in fiecare
codew.

Peatru dilutia direct in godau, pipetati 80 pl de diluant de prota si 10 pi
du probd, in godeu si amestecati bire.

{2 obele pot fi testats individual sau i duplicst.

- G'ripuiiiie trebuie plasstn intoideauna pe rama placii astfel incat ara-
belz dispozitive spdidtorul si cilitorul s& poatd fi utilizate.

- Acoperiti godeurile cu film adeziv téial coniorm numarului de godeuri
utifizate.

- Agitati manal placa prin scuturare usoara sau utilizand un agitator de
pilaci. :

2. incubarza r:lacu
Incunalti p'ace peste noapte (14-18 are) Ia +5°C +3°C.

SRALARE:

Solutie tarapen de spélare: diluati solufia concentratd de spiiare (W)
1:10 n apd distilata sau dernineralizata.

Scoateti cu griid fiimul adeziv si spaiati ae 4 ori.

B S r

Il - ADAUGAREA CONJUGATULUI

1. Prepararea conjugatului:

Pregaétiti solutia de conjugat prin diluarea conjugatulut concentrat (CJ)
la 1:100 in diluant de conjugat (DC). (2 ml sunt necesari pentru un strip,
adica 20 pl de CJ diluat la 1.98 ml de DC).

2. Distribuirea conjugatului:
Addugati 100 pl! conjugat diluat in toate gcdeurile si acoperiti-le cu-o
noud bucata de film adeziv.

3. Incubarea conjugatului:

Incubali fie timp.de 1 ord + 5 min la + 5°C + 5°C, fie 30 min + 5 min Ia

+37°C £ 3°C. )
SPALARE: )

Scoate;i cu arija filnu! adeziv gi spdlaji de 4 ori.

lil -+ REVELAREA

1. Ad3ugurea substratului:

Acdugati 100 pi de substral tamponat cu peroxidazd (SF) in fiecare
godeu. Nu aconelm cu film adeziv in aceastd etapi. /Aimestecali ma-
nual placa prin agitare usoard sau utilizand g un agltator de p!ara pentru
4 oisigura o corecta omicgenizare. '

2. !ncubama substratului:
30 min. £ 5 min. la temperatura din laborator (+23°C + 5°C), protejat de
junina.

2 Adaugarea solutiei de stopare:
Adéugagl 50 pi solutie de stopare (S) in fiecare godeu.
Agitati manual placa prin scuturare usoard sau utilizand un agitator de
placa. Asigurati-va ca nu apar bule In godeuri.

4. Masurarea densitatii optice:

Masurafi densitatea opticd (DO) bicromatic la 450 si 630 nm sau
monocromatic la 450 nm (in banda galbend).

Ests recomandatd citirea bicromaticd. Daca va fi utilizat un cititor
rnonocromatic, asigurati-va de curatenia fundului fiecarui godeu inainte
de citire.

L

l‘\/fl. VALIDAREA TESTULUI

Reruilea @la:ﬂc::éru’ test efectuat sunt valide daci:

Co mu:ll _ | dc c,mtrol negatw (N) > O 500 si procentul de

x 100

‘Referingd : SBLVI.NA versiunea n“14 — 11/03/2013

[ DO N |

[Vill. EXPRIMAREA $I INTERPRETAREA REZULTATELOR }

Sunt posibile doud metode de calcul si interpretare a reZuiiatelor:

PRIMA METODA: CALCULAREA PROCENTAJULUI DE COMPET'T:E
{% Froba) ’ e

[E'v“tn_ fiecare proba:

li/a Probé =

Fiacara proba de ser ce prezinta un procentaj de competitie (% Proba)
> 56 % este considerata ca fiind pozitiva.
Fiecars probi de ser ce prezintd un procentaj de competitie (% Proba)
< 30 % este consideratd ca fiind negativa.

DD N - DO proba
x 100

DON - DOP

Fizcare pool de seruri ce prezintd un procentej de competitie (% Proba)

> 3C % este considerata ca fiind pozitiva.

Fizcarn poo! de seruri ce prezintd un procentaj de competitie (% Proba)
< &6 % este ccr\SIdelah ca fiind negatlva

Zona Dubloasa Once proba de ser md:vndual ce preznnta un procentaj
de competitie situat in zona de la 30 pana la 50 % este considerata
dubioasa si trebuie retestatd. Dacd o proba la re-testare este tot dubio-
asa, in zcna gri, se recomandé re-testare pe o proba diferita de la ace-
lasi animal.

A DOUA METODA: ANALIZA DENSITATILOR OPTICE

Calculati valoarea cut cff a DO corespunzatoare la procentaj de com-
petilie de 30 % si 50 % si comparati DO a fiecarei probe cu valoarea
D<) a cut off CO 30 si DO CO 50.

DO CO 30 =0.70 DO N + 0.30 DO P

{DDCO 50 = 0.50 DO N + 0.50 DO P

Interpretarea rezultatelor:

DOCO 50 DO CO 30
- 1 DO Proba
[individual | ¥
0D CO 30
1 DO Proba
[Pool-uri | +

. i
Dac4 avefi intrebari, va rugdm s& ne contactati:
SYNBIOTICS EUROPE ~ Gerland Plaza -
23 rue Pierre Gilles de Gennes, 69007 LYON - France,
Tel: +33 4.72.76.11.11 - Fax : +334.72.76.11.10
www.synbiotics.com  techsupport@synbiotics.fr

NUMAI PENTRU UZ VETERINAR/
NUMAI PENTRU UTILIZARE IN VITRO

Fabricant: DELPHARM BIOTECH,
2 rue Alexander Fleming,
69366, LYON Cedex 07
France
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A se depozita la +2°C/+8°C. A nu se congela.

Pentru diagnostic in-vitro. Pentru uz veterinar.

bpP

bC

SP

Serelisa® BLV Ab Mono Blocking (ASBLV1)

Kit pentru detectia anticorpilor anti-gp51ai virusului leucozei bovine
(BLVj} in probele de ser

384 godeuri cu o singuré reactie

Microplaca cu 6 stripuri de 16 godeuri sensibilizate cu proteina gp51
a Virusului Leucozei Bovine

Solutie de spalare concentratie 10x
Diluant pentru probe

Martor de control negativ

Martor de control pozitiv

Diluant pentru conjugat

Conjugat concentrat

Substrat tamponat cu peroxidaza
Solutie de stopare

Filme adezive

SYNBIOTICS EUROPE 2, rue A.Fleming 69007 LYON —France

SYNBIOTIC.

1X200 ml

1X 100 ml

1X5ml

1IX5ml

1X 50 mi

1X5ml

1X50 m!

1X25ml
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JYRUOTICT STRUONCS

) . . SERELISA® BLV
Solutie de spalare concentrata X 10
Ab Mono Blocking

Zul.Nr.K 020 Zul.-Nr.BGVV-B223
Diag. in-vitro w 200 ml . . .
\ 1microplaca cu 6 strip-uri de 16 godeuri
A se depozita la +2°C/+8°C. A se depozita la +2'C/+8°C.
Lot/ Lot/:
Exp/
Exp/
Diag. in-vitro

IrnioTics (4N H2504) STNBIOTICY

Substrat tamponat de peroxidaza @ Solutie de stopare
Zul.Nr.K 028 ZuUl.Nr.K 021
Diagn. in-vitro SP 50 ml R35 Diagn. in-vitro S 25ml
S26
A se depozita la +2°C/+8°C. S30 A se depozita la +2'C/+8°C.
S45




JTRMOTS

Diluant pentru probe

Zul.Nr.K024
Diagn. in-vitro DP 100ml

A se depozita la +2°C/+8°C.

(-) Martor de control ] o Conjugat
Diag. in-vitro N s5m Diag. in-vitro CJ 5mi
. Exp/
Expl: Lot/

Lot/

A se depozita la +2°C/+8°C. A se depozita la +2°CHB°C.

STRQIOTICS

Diluant pentru conjugat

Zul.Nr.K022

Diagn. in-vitro DC som

A se depozita ja +2°C/+8°C.

(+) Martor de control
Diag. in-vitro P 5ml
Exp/:

Lot/

A se depozita la +2°C/+8°C.






