lil. MATERIALE S1 REAGENTI NECESARI (NU SUNT FURNIZA'[ID

KIT PENTRU DETECTIA ANTICORPILOR ANTI-g1 Al
VIRUSULUI BOLII AUJESZKY (PRV)
LA SUINE (INDIVIDUAL)

TEHNICA IMUNOENZIMATICA DE BLOCARE
384 godeuri cu o singura reactie

Kitul SERELISA® PRV g1 Ab este utilizat pentru:

- diferentierea intre porcii infectati fatd de cei ne-infectati intr-o popu-

latie vaccinata cu vaccin deletat Aujeszky g1 (gl-);
- identificarea porcilor infectati intr-o populatie ne-vaccinata.

- Apa distilatd sau demineralizata.
- Pipete ajustabile sau fixe pentru a masura §i doza intre 0 si 1000
pl. Deviatia masurétorii trebuie sa fie < 10% pentru volume <10 pl si
< 5% pentru toate celelalte volume.

Cilindrii gradat 1105 ral 61 1000

SERCTISATPRY gTAD
Mono Blocking

[ PRINCIPIUL TESTULUI

Lol “SERELISA® PRV g1 Ab Mono Blocking” este o tehnicd imuno-
winzimaticA de blocare ce permite detectia anticorpilor anti -
glicoproteina structurald (g1) la suine. Reactia este compusa din trei

pasi:

1. Fiecare probd este plasatd In godeul cdptusit cu glicoproteina
structurald (g1) a virusului PRV. Anticorpii anti g1 prezenti in proba
se vor cupla cu antigenul glicoproteinei ce ciptuseste godeul.

2. Dupa o etapd de spdlare se adaugd un conjugat anticorp mono-
clonali (Acm) anti-g1cuplat cu peroxidaza. Se fixeaz3 Ia siturile libere
ale g1 formand un complex:

(Ag PRV glicoproteina) - (Acm anti-g1 / peroxidaza).

3. Conjugatul in exces este eliminat printr-o a doua etapd de spala-
re. Enzima cuplat3 la conjugat este evidentiatd prin addugarea unui
substrat, ce se transforma intr-un produs colorat. Dupa stoparea
reactiei, se vor misura densitatile optice. Densitdtile optice cores-
punzatoare sunt masurate si interpretate in functie de valorile de cut-
off obtinute la martorii de control.
- In absenta anticorpilor anti g1 din proba se va vedea o reactie de
culoare intensd, datoritd transformdrii conjugatului enzimatic legat la
siturile libere ale g1, fixate de faza solida.
- In prezenta anticorpilor anti gt din proba, mai puin conjugat enzi-
.atic se va lega de siturile g1 fixate de faza solidd gi de aceea
{ nsitatea reactiei de culoare va fi diminuata.

COMPOZITIA $I CONSERVAREA KITULUI

(.

RECONSTITUIRE $I

NATURA REAGENTULUI CONSERVARE

A se utiliza in maxim 4 sapta-
méni dupd deschiderea amba-
fajului, care trebuie sa fie inchis
dupa utilizare.

4 microplaci ce contin 6 stripuri de 2
x 8 godeuri sensibilizate cu glico-
proteinele virusului PRV.

Diluati 1/10 in apa distilata sau
demineralizata. Utilizati in max.
48 ore dupa dilutie.

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

Diluant pentru probe (SD) Gata de utilizare.

Control negativ (N) Gata de utilizare.

Control pozitiv (P) Gata de utilizare.

Diluant pentru conjugat (CD) Gata de utilizare.

Dituati 1/10 in diluantul de
conjugat (CD) si utilizati in max.
24 ore dupa diiutie

Conjugat (concentrat) anticorpi
monoclonali anti-PRV g1 / peroxi-
" daza (CJ)

Subsstrat tamponat cu C Gela de utilizare.

didara (PQ)

. Folii adezive |12 folil

Nota: Pistrati reagentii diluati la +5°C = 3°C si utilizati-i conform
procedurii mentionate mai sus.

Troudals
Ciutor ce microplact. cu hitre pentrd citin picromatice 1a 450 si

830 nm. Se poate utiliza si un cititor monocromatic cu fiitru de 450

nm.
- Incubatorla +37°C £ 3°C.

IIV. PRECAUTIl 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 expirarii.

3.Plasati reagentii la temperatura laboratorului cu cel pufin o ord
fnainte de utilizare.

4.Manipulali toti reagentii i probele ca materiale cu risc biologic.
5.Tineti toli reagentii departe de piele si ochi. Daca apare expune-
rea, spalati imediat suprafetele afectate cu apa rece.

6.Nu pipetati niciodata cu gura.

7.Evitati contaminarea intre probe in timput recoltarii, depozitarii sau
transportului probelor. Utilizati varfuri de pipetd de unica folosinta,
separate pentru fiecare proba.

8.Evitati contaminarea solutiei substrat cu ioni metalici, agenti de
oxidare sau detergenti. Asigurati-va ca toti recipientii sunt curati. Nu
utilizai acelasi recipient sau acelasi varf de pipetd pentru conjugat i
substrat.

9.Se recomanda ca eliminarea reagentilor si a materialului contami-
nat sa se facd in funciie de reglementarile in vigoare. Figele cu
datele de securitate ale produsului sunt disponibile la cerere.

Fraze de risc:

R35: Cauzeazi arsuri grave.

$26: In cazul contactului cu ochii clatiti imediat cu apa din abundenta
si solicitafi sfatul medicului.

S§30: Niciodata nu addugati apa peste produs.

S45: In caz de accident sau daca nu va simtiti bine, solicitati imediat

sfatul medicului.

[v. PROBE

Testul poate fi utilizat pe probe decantate de ser sau plasma diluate
1:2 cu diluant pentru probe (SD).

[VI. PROCEDURA

Respectali cu strictete procedura descris3 mai jos. Utilizati martorul
de control negativ si pozitiv in duplicat pentru fiecare testare, pentru

fiecare placa.

A. ETAPE PRELIMINARE

1. Acordati atentie la distribuirea gi identificarea martorilor gi probe-
lor.

2. Preparati probele ce vor fi testate. Dilutia se poate face fie inainte
in tuburi de hemoliza, microplaci blank, fie direct in godeurile de

testare.

B. PROCEDURA DE TESTARE

| - DISTRIBUIREA MARTORILOR DE CONTROL SI A PROBELOR

1. Distribuirea martorilor de control:
Martorii de control sunt gata de utilizare.
Dupé agitarea flacoanelor, addugati 100 pl de contio

!
[A%]
codeurilo A1 s A2 ¢ 100 1 da centrol pozitiv 1Py in godeuri'a B7 ¢

e [Sfe

£ Distribuirea probelor:
Plasati 100 pl de probe de ser sau plasma diluata 1.2 in prealabil in

fiecare godeu.
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Pentru dilutia direct in godeu, pipetati 50 pl de diluant de proba si 50
! de proba de ser sau plasma, in godeu §i amestecati bine.

! vy rl
[Vill. EXPRIMAREA S INTERPRETAREA REZULTATELOR ]
T K

Probele pot fi testate indiviaual sau In duplicat.

Stripurile trebuie plasate intotdeauna pe rama placii astfel incat
ambele dispozitive spalitorul si cititorul s& poata fi utilizate.

Acoperiti godeurile cu folie adeziva taiatd conform numdrului de

godeuri utilizate.

Amestecati manua! tlaca orin agitare vsoard sau utilizand un agita-

Sunt posibile doud metoae de calc). 311 STEETTEzUttatetoT
Prima este recomandatd pentru a\: para: 5&1%@)1!3 rezultatele
obtinute pe plici diferite in testari difé;%né}ﬁr& -;_;,Q‘\QO*;Q\

e @1\\\% .
Metoda 1: CALCULAREA PROCENTAJULUI DE- PETITIE (%
Proba)

worda-placa

3. Incubarea placii
Incubati placa fie peste noapte (14-18 ore) la +5°C = 3°C sau

timp de 2 ore £ 5 min. la +37 £ 3°C.

SPALAREA:
Solutia tampon de spélare: diluati solufia concentrata de spalare (W)

1:10 in api distilatd sau demineralizata.
Indepartati cu atentie folia adeziva si spalati de 4 ori.

il - ADAUGAREA CONJUGATULUI

1. Prepararea conjugatului:
Pregatiti solufia de conjugat prin diluarea conjugatului concentrat
(CJ) 1:10 in diluant de conjugat (DC). 2 m! sunt necesari pentru un

strip, adica 200 pide CJ la 1,8 mlde DC.

2. Distribuirea conjugatului:
Adiugati 100 p! conjugat diluat In toate godeurile si acoperiti-le cu o

noua bucat de film adeziv.

3. Incubarea conjugatului:
Incubati timp de 1 ord £ 5 min la + 37°C + 3°C.

SPALARE:
indepartati cu atentie folia adeziva si spalai de 4 ori.

it - DEZVOLTAREA CULORH

1. Adaugarea substratului:

Adaugati 100 pl de substrat tamponat cu peroxidaza (SP) in fiecare
godeu. Nu acoperiti cu folia adezivd in aceasta etapa. Amestecati
manual placa prin agitare usoara sau utilizand un agitator de placa
pentru a asigura o corecté omogenizare.

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

de lumind.

3. Adiugarea solutiei de stopare:

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

Amestecati manual placa prin agitare usoard sau utilizand un agita-
tor de plac. Asigurati-va ca nu apar bule in godeuri.

4. Masurarea densitatii optice:
Masurati densitatea opticd (DO) bicromatic la 450 §i 630 nm sau

monocromatic la 450 nm (in banda galbena).
Este preferatd citirea bicromatics. Dac va fi utilizat un cititor mono-
cromatic, asigurati-va de curatenia fundului fiecrui godeu inainte

de citire.

[VIIl. VALIDAREA TESTULUI ]

Rezultatele fiecarui test efectuat sunt valide daca:

DO a martorului de control negativ (N) = 0,500 si procentul de com-

Pentru fiecare preba

DOy — DO
% S = x 100
DOy ~ DOp

DO: media DO daca probele sunt testate in duplicat.

Interpretarea:

PROBE NEGATIVE DUBIOASE POZITIVE

%S <40% | 40% <%S<50% | %S250%

Ser/ plasma

Metoda 2: ANALIZA DENSITATILOR OPTICE

Calculati valoarea cut off a DO corespunzétoare la 40 % si 50 % ( .
procentaj de competitie i comparati DO a fiec#rei probe cu valoa- ‘
rea DO a valorilor de cut off.

DO CO 40 = 0,60 DO N + 0,40 DO P
DO CO 50 = 0,50 DO N + 0,50 DO P
Interpretarea rezultatelor:

DO ({O 50

DO QI:O 40

’?SF, plasma + =
J

Probi DO

- Probele pozitive corespund cu: fie porci infectati, fie porci vaccinati cu
vaccin Aujeszky (g1+).

- Probele negative corespund cu porci ne-infectati, posibil vaccinati cu
vaccin Aujeszky deletat (g1-).

- Probele dubioase trebuie re-testate. Daca rezultatul dubios persistd,
se recomanda efectuarea unui al doilea test dintr-o probd noué de ser

sau plasma, de Ia acelasi animal.

Dac# aveti intrebari, va rugdm contactati:
ZOETIS FRANCE- 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.zoetis.com/products-services/diagnostics

DiagnosticsTechSupport@zoetis.com

NUMAI PENTRU UZ VETERINAR/
NUMAI PENTRU UTILIZARE IN VITRO

petitie a martorului de control pozitiv (P) este > 80 %.
Producitor: DELPHARM BIOTECH,
Acest procentaj poate fi calculat astfel: 2 rue Alexander Fleming, af;c'iQ
69366, LYON Cedex 07
— — Franta Qualisé
DOy — DO»
% P= x 100
{ ) DO,
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A se depozita la +2°C/+8°C. A nu se congela.
“entru diagnostic in-vitro. Pentru uz veterinar.

4 Microplaca cu 6 stripuri de 16 godeuri sensibilizate cu glicoproteina de
anvelopad PRV
1X200 ml W  Solutie de spilare concentrati 10x
1X100 ml SD Diluant pentru probe
1X5 ml N Control negativ
1X5 ml P Control pozitiv
1X50 mi CD Diluant pentru conjugat
1X5 mi CJ Conjugat concentrat
1X50 m| PS Substrat tamponat cu peroxidaza
1X 25 ml S Solutie de stopare
12 Folii adezive
'é‘ "1::1 Zoetis France - Gerland Plaza - 23 rue Pierre Gilles de Gennes — 69007 LYON — FRANTA

SERELISA® PRV gl Ab Mono Blocking (ASPRV1)

Kit pentru detectia anticorpilor anti-gl ai virusului bolii AUJESZKY (PRV) la
suine

384 godeuri cu o singuri reactie

¥
R
d O

AUTORmATRY
.\__/

Dt




Solutie de spalare concentrata X 10

Zul.Nr.K 020
Diag. in-vitro w 200 ml
A se depozita la +2°C/+8°C.

Lot/:
Exp/:

Substrat tamponat de peroxidaza

Zul.Nr.K 028
Diagn. in-vitro PS 50 mi

A se depozita la +2°C/+8°C.

SERELISA® PRV gl
Ab Mono Blocking
Zul.-Nr.BGAF-B 031

1microplaca cu 6 strip-uri de 16 godeuri
A se depozita la +2°C/+8°C.

Lot/:

Expl:
Diag. in-vitro

(4N H2E08) o
Solutie de stopare
Zul.Nr.K 021
Diagn. in-vitto S 25 ml

A se depozita la +2°C/+8°C.
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Diluant pentru probe

SP

Diagn. in-vitro

A se depozita la +2°C/+8°C.

(-) Control

N 5mi

Diag. in-vitro
Exp/:
Lot/

Zul.Nr.K 030
A se depozita la +2°C/+8°C.

Diluant pentru conjugat

Zul.Nr.K070
50 ml

Zul.Nr.K024
100 ml

DC

Diagn. in-vitro

A se depozita la +2°C/+8°C.

Conc. Conjugat o (+_) Contgl
Diag. in-vitro CJ 5mi Diag. in-vitro 5 ml
Exp/:
Y Lot/:
Lot/ :

Zul.- Nr.BGAF-B 031

Zul.-Nr.BGAF-B 031 A se depozita la +2°C/+8°C.

A se depozita la +2°C/+8°C.






