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Mono Indirect

KIT PENTRU DETECTIA ANTICORPILOR LIPOPOLIZAHARIDICI
ANTI Brucella

IN PROBE DE SER BOVIN (INDIVIDUAL $i POOL-uri),
SER OVIN Sl CAPRIN (INDIVIDUAL)
TEHNICA IMUNOENZIMATICA INDIRECTA

384 godeuri cu o singura reactie

I. PRINCIPIUL TESTULUI ]

Kitul indirect “SERELISA® Brucella OCB Ab Mono Indirect” utilizeazi o
metodad imunoenzimatica indirects ce permite detectia anticorpilor lipo-
polizaharidici Brucella (LPS) in probe de ser individual de bovine, ovine
$i caprine sau in pool-uri de 10 seruri bovine (conform cu reglemen-
tarile in vigoare). Reactia este compusa din trei pasi:

1. Fiecare proba de ser individual sau pool de seruri este plasats in
godeul sensibilizat cu Brucella LPS. Anticorpii prezenti in proba se vor
cupla cu antigenul bactqrian ce captuseste godeul.

2. Dupd o etapd de spélare se adauga un conjugat cu peroxidaz3. Se
fixeaza la imunoglobulinele (ant:corpn) cuplagl mai devreme formand un
complex:
(Ag LPS) - (Ac anti—LPS) - (conjugat peroxidaza)

3. Conjugatul in exces este eliminat printr-o etapd de spalare. Enzima
legata la complex este evidentiatd prin addugarea unui substrat, ce se
transforma fintr-un produs colorat. Dup3 stoparea reactiei, se vor
masura densitatile optice. Prezenfa sau absenta anticorpilor este de-
terminatd folosind valorile de cut' off, obtinute la martorii de control
pozitiv.

Il. COMPOZITIA §1| CONSERVAREA KITULUI —l

RECONSTITUIRE SI
CONSERVARE
A se utiliza in maxim 4 saptimani
dupd deschiderea ambalajului,
care trebuie sa fie re-sigilat dupa

NATURA REAGENTULUI

4 micropl&ci ce contin 6 stripuri
de 2 x 8 godeuri sensibilizate cu

Brucella LPS utilizare.
Protocol seruri individuale:
Conjugat: conjugat peroxidaza | Diluali 1/200 oriin DC.

Protocol seruri Pool:
Diluati 1/100 oriin DC.
Utilizati in max 2 h dupa dilutie.

(€Y

Substrat tamponat cu

peroxidaza (SP) Gata de utilizat.

Protocol seruri individuale:

Diluati 1/100 ori in DC.

Protocol seruri Pool:

Diluati 1/200 ori in DC.

Protocol seruri individuale:

Diluati 1/100 ori in DC.

Protocol seruri Pool:

Diluati 1/200 ori in DC.

Gata de utilizat.

Diluati 1/10 in apa distilatd sau
demineralizats. Utilizali Tn max
48 h dupa dilutie.

Gata de utilizat.

Gata de utilizat.

12 filme

Martor de control negativ (N)

Martor de control pozitiv (P)

‘Diluant pentru probe (DP)

Solutie de spalare (W) (concen-
tratd de 10X)

Diluant pentru conjugat (DC)
Solutie de stopare (S)
Filme Adezive

Note: Pastrati reage.fii diluati la +5°C + 3°C si utilizati-i conform pro-
cedurii mentionate mai sus.

Referintd : SBRU3OCB.NA versiunea n°3 - 11/03/2013

"Capitolele modificate de la ultima versiune sunt cu caractere italice. Versiunea n°2 -» n°3: Schimbarea adresei Synbiofic?

rea numelui si adresei producétorului.

[ IIl. MATERIALE $I REAGENTI NECESARE (NU SUNT FURNIZATI) j

- Apa distilatad sau demineralizata.

- Pipete ajustabile sau fixe pentru a masura si doza intre 0 si 1000 pl.
Devialia masuratorii trebuie s fie < 10% pentru volume <10 plsi <5%
pentru toate celelalte volume..

- Cilindrii gradati (100 ml si 1000 ml).

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

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

[I V. PRECAUTII PENTRU UTILIZARE

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

1. Nu amestecali sau asociati reagenti din loturi cu numere diferite.
2.Nu utilizati reagentii dup# data expirérii.

3.Plasati reagentii la temperatura laboratorului cu cel putm o or inainte
de utilizare. Atentie: doar reagentii ce vor fi folosii in etapa urmatoare.
4 Manipulati toti reagentii si probele ca materiale biohazard.

5.Tineli toi reagentii departe de piele si ochi. Daca apare expunerea,
spalali imediat suprafetele afectate cu apa rece.

6.Nu pipetati niciodata cu gura.

7.Evitati contaminarea intre probe in timpul recoltarii, depozitarii sau
transportului probelor. Utilizati varfuri de plpeté de unicd folosinta, se-
parate pentru fiecare proba.

8.Evitali contaminare solutiei substrat cu ioni metalici, agenti de oxidare
sau detergenti. Asigurati-va c& toti recipientii sunt curati. Nu utilizati
acelasi recipient sau acelasi varf de pipetd pentru conjugat si substrat.
9.Se recomanda ca eliminarea reagentilor si a materialului contaminat
sd se faca in functie de reglementarile in vigoare. Fisele cu datele de
securitate ale produsului sunt disponibile la cerere.

Fraze de risc:

R 23/25: Toxic prin inhalare gi daca este inghitit.

R35: Cauzeaza arsuri grave.

R 36/37/38: Iritant pentru ochi sistemul respirator si piele. .

R 41: Risc de rani grave ocular.

R 42/43: Poate determina sensibilizare prin inhalare §i contact cutanat.
S 7: Péstrati recipientul bine inchis.

S 24: Evitati contactul cu pielea.

826: In cazul contactului cu ochii clatiti imediat cu apa din abundent si
solicitafi sfatul medicului.

§830: Niciodata nu addugati apa peste produs.

845: in caz de accident sau daca nu va simiiti bine, solicitati imediat
sfatul medicului.

V. PROBE |

Reactia se efectueaza pe ser individual diluat 1:100 sau 10 probe de
set in pool diluate la 1:20. Probele trebuie pastrate dupa cum urmeaz:

Probe Refrigerat Congelat Temperatura in
(+ 5°C) (- 20°C) lab. (23°C)

Seruri individuale .

sau pool (nediluat) max. 7 zile Da Nu

|Vi. PROCEDURA

Strict conform procedunlor indicate mai jos. Utilizati martorii de control
negativ si pozitiv in duplicat pentru fiecare testare, pentru fiecare placs.

A. ETAPE PRELIMINARE

1- Seiati cu atentie distribuirea si identificarea martorilor si probelor.
2 — Preparali probele ce vor fi testate:

Protocol Dentru Drobe /nd/wduale

de testare sau intr-o placi de dllugle Dilu.
testare sau direct in godeu: adaugati 10l
care adaugati 90u! diluant probe (DP).

tirope. Adaduga-



Protocol probe bovine in poo! dilutie 1:20:

Ad3ugati de exemplu 10 pl din fiecare ser individual pentru a obtine 100
ul pool de 10 probe.

Diluati probele pool fa 1:20 intr-un tub de testare sau direct in godeu:
adaugati 5pl de proba pool, peste care adaugati 95u! diluant probe
(DP).

B. PROCEDURA DE TESTARE

| — DISTRIBUIREA MARTORILOR DE CONTROL $1 A PROBELOR
1. Distribuirea martorilor de control: '

Pentru cele doua protocoale urmatoare se vor adduga 100 pi de martor
de control negativ diluat (N) In godeurile A1 si A2 si 100 pt de martor
de control pozitiv diluat (P) in godeurile B1 si B2.

Protocol testare probe individuale dilutie 1:100:

Dupa agitarea flacoanelor, diluati de exemplu martorii 1:10 n diluant de
probe (DP) intr-un tub de testare sau pe placa de dilutie, apoi diluati din
nou la 1:10 intr-un tub de testare: addugati 10yl de martor de control
deja diluat in 90u! diluant de proba (DP).

Protocol testare probe bovine - pool dilutie 1:200:

Dup3 agitarea flacoanelor, diluati martorii 1:10 in diluant de probe (DP)
intr-un tub de testare sau pe placa de dilutie, apoi diluati din nou la 1:20
intr-un tub de testare: ad3ugati 5 pl de martor de control deja diluat in
95 ul diluant de proba (DP).

2. Distribuirea probelor:

Strict conform procedurii indicate la punctul VI.A.2. pentru prepararea
probelor si distributia direct pe placa.

- Probele pot fi testate individual sau in duplicat. Ad&ugati 100 pl in
fiecare godeu.

- Stripurile trebuie plasate intotdeauna pe rama placii astfel incat am-
bele dispozitive spalatorul si cititorul s& poata fi utilizate.

- Acoperiti godeurile cu film adeziv taiat conform numarului de godeuri
utilizate.

- Agitati manual placa prin scuturare usoard sau utilizand un agitator de
placa.

3. Incubarea placii
1 or4 (£ 5 min) la + 37°C (x 3°C)

SPALARE:

Solutie tampon de spalare: diluati solutia concentrata de spélare (W)
*1:10'in ap4 distilatd sau demineralizata.

Scoateti cu grija filmul adeziv de pe godeuri §i spalati de 4 ori.

1l - ADAUGAREA CONJUGATULUI
1. Prepararea conjugatului:
‘Protocol testare probe individuale dilutie 1:200:

Diluati conjugatul concentrat (CJ) la 1:200 in diluant de conjugat (DC).
2 mil sunt necesari pentru un strip, adica 10 ul de CJ la 1.99 ml de DC.

Protocol testare probe bovine - pool dilutie 1:100:
Dilual conjugatul concentrat (CJ) la 1:100 in diluant de conjugat (DC).
2 m! sunt necesari pentru un strip, adicd 20 ul de CJ la 1.98 ml de DC.

2. Distribuirea conjugatului:
Adzugati 100 pl conjugat diluat in toate godeurile si acoperiti-le cu o
noua bucata de film adeziv.

3. incubarea conjugatului: )
Incubati 30 minute (£ 5 min) la +37°C (= 3°C).

SPALARE:
Scoateti cu grij3 filmul adeziv de pe godeuri gi spélati de 4 ori.

It - DEZVOLTAREA CULORII

ubstrat tamponat cu peroxidaza (SP) in fiecare
u film adeziv in aceastd etapd. Agitati manual
ar3 sau utilizand un agitator de placa pentru a

rea numelui si adresei producatorului.

2. Incubarea substratului:
30 min. £ 5 min. la temperatura din laborato

BE 5°C), protejat de
lumina.

o e 5

3. Addugarea solutiei de stopare:

Adaugati 50 pl solutie de stopare (S) in fiecare godeu.

Agitati manual placa prin scuturare usoard sau utilizand un agitator de
placa. Asigurati-vd c& nu apar bule in godeuri.

4. Masurarea densitatii optice:

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

Este foarte recomandat citirea bicromatica. Daca va fi utilizat un cititor
monocromatic, asigurati-va de curatenia fundului fiecarui godeu inainte
de citire.

IVII. VALIDAREA TESTULUI

Rezultatele fiecarui test efectuat sunt valabile daca:
DOP= 055iDON<03*DOP

DO: media DO pentru probele testate in duplicat.

[VIIl. EXPRIMAREA S| INTERPRETAREA REZULTATELOR |

Prezenfa sau absenta anticorpilor anti LPS de Brucella se determina
prin raportarea Densitatilor Optice (DO) la valorile de cut-off obfinute la
citirea martorului de control pozitiv.

Sunt posibile douad metode de calcul si interpretare a rezultatelor:

Metoda 1; CALCULATIA INDEXULUI:

Valoarea cut-off pozitiv in index = 0
Pentru probe individuale i pool-uri:

Indexul Probei = 0.50 x (DO proba — 0.6 x DO P)

Orice probd sau pool de probe ce prezintd un index 2 O este conside-
rata pozitiva.
Orice prob# sau pool de probe ce prezintd un index < O este conside-
ratd negativa.

Metoda 2: ANALIZA DE_NSITZ\IILOR OPTICE
Pentru probe individuale si pool-uri:
Valoarea cut-off pozitiv => o= 0.6x (156 P)

Comparati DO a fiecérei probe cu aceasta valoare de cut-off.

Orice proba sau pool de probe ce prezinta
ODza este considerata pozitiva.

Orice proba sau pool de probe ce prezinta
OD<a este considerata negativa.

Interpretarea rezultatelor

Probe
individuale sau -
pool-uri

L DO proba

Daca aveti intrebari, va rugam sa ne contactati:

SYNBIOTICS EUROPE - Gerland Plaza —

23 rue Pierre Gilles de Gennes, 69007 LYON - France,
Tel:+33 4.72.76.11.11 - Fax : +33 4.72.76.11.10
www.synbiotics.com techsupport@synbiotics.fr

NUMAI PENTRU UZ VETERINAR/
NUMAI PENTRU UTILIZARE IN VITRO
DELPHARM BIOTECH
2 rue Alexander Fleming,
69366, LYON Cedex 07 — France

Producator :

oIt
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STHNOTICS S

Solutie de spalare concentratd X 10 SERELISABrucella OCB
ZULNIK 020 , 1Microplaca
Diag. in-vitro w 200 ml pentru probe bovine, caprine si ovine
‘ A se depozita la +2°C/+8°C. Lot/: e
Lot/: Exp/ cl
Exp/ A se depozita la +2°C/+8°C. Zul.NrFLI-B463

a

CSTROTICE

TN T
Diluant pentru probe Diluant pentru conjugat
Zul.Nr.K054 : Zul.Nr.K022
Diagn. in-vitro DP ~100ml Diagn. in-vitro DC  som
A se depozita la +2°C/+8°C. A se depozita la +2°C/+8°C.

L




A se depozita la +2°C/+8°C. A nu se congela.

entru diagnostic in-vitro. Pentru uz veterinar.

DP

DC

(of

SP

Kit pentru detectia anticorpilor anti — LPS de Brucella in serul bovin,
ovin si caprin
384 godeuri cu o singura reactie

Microplaca cu 6 stripuri de 16 godeuri sensibilizate cu antigen LPS
brucelic

Solutie de spalare concentratie 10x
Diluant pentru probe

Martor de control negativ

Martor de control pozitiv

Diluant pentru conjugat

Conjugat concentrat 100x

Substrat tampdnat cu peroxidaza

Solutie de stopare _ —

Filme adezive

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

SYNBEOT!CS—%

1X200 ml
2X 100 ml

1X 5 ml

X1 mi
1X 50 mi
1X 700 pi
1X 50 ml

1X 25 ml
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Serelisa® Brucella OCB Ab Mono Indirect (ASBRU30CB)
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CATRIONCS

Solutie de stopare

Zul.Nr.K 021
R35 )
! Diagn. in-vito S 25 ml
S26
S30 A se depozita la +2°C/+8°C.
S45

1éiConigateKonjugat

R23/25
R36/37/38
R42/43
S7
524

Y i3

(+) Martor de control Conjugat 100 x Conc
Diag. inviro P 1m Diag. invito  CJ 700 pi
Exp/: Exp/
Lot/: Lot/

4 se depozita la +2°C/+8°C.

o
@y

A se depozita la +2°C/+8°C.

Substrat tamponét de peroxidaza

T snsioncs

Zul.Nr.K 028

Diagi=in-vitro SP 50 m

- I _(;,)

A se depozita la +2°C/+8°C.

(-) Martor de control

Diag. in-vitro N 5m
Exp/:
Lot/

- u‘f'lu—:j
A se dep0zita la +2°C/+8°C.





