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- SERELISA®PRV g1 Ab

Mono Blocking

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

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

[l PRINCIPIUL TESTULUI

]

Kitul indirect "SERELISA* PRV g1 Ab Mono Blocking” este o
tehnicd imunoenzimatici de blocare ce permite detectia
anticorpilor anti -glicoproteina structurald (g1) la suine. Reactia
este compusa din trei pasi:

1. Fiecare proba de ser este plasatad in godeul céptusit cu glico-
proteina structurala (g1) a virusului PRV. Anticorpii anti g1 prezenti
in probd se vor cupla cu antigenul glicoproteinei ce cdptuseste
godeul.

2. Dupi o etapa de spalare se adaugd un conjugat anticorp mo-
noclonal anti-g1 cuplat cu peroxidaza. Se fixeaza la siturile libere
ale g1 formand un complex:

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

3. Conjugatul in exces este eliminat printr-o a doua etapd de
spdlare. Enzima cuplatd la conjugat este evidentiatd prin
adaugarea unui substrat, ce se transforma intr-un produs colorat.
Dupa stoparea reactiei, se vor mdsura densitatile optice. Den-
sitatile optice corespunzdtoare 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 Iibere ale g1, fixate de faza solida.

- In prezenta anticorpilor anti g1 din probd, mai putin conjugat
enzimatic se va lega de siturile g1 fixate de faza solida si de aceea
intensitatea reactiei de culoare va fi diminuata.

li. COMPOZITIA S| CONSERVAREA KITULUI

NATURA REAGENTULUI RECONSTITUIRE S

CONSERVARE
. - B —_ A se utiliza in maxim 4
4m I
icropldci ce contin 6 stripuri de saptimani dupa deschiderea

2 x 8 godeuri sensibilizate cu glico-

proteinele a virusului PRV ambalajului, care trebuie sa

inchis dupa utilizare.

fie

Solutie de spalare (W) (concentrata

de 10X
) 48 h dupa dilutie.

Diluati 1/10 in apa distilatd sau
demineralizata. Utilizati in max

Substrat tamponat cu

peroxidaza (SP) Gata de utilizat.

Control negativ (N) Gata de utilizat.

Control pozitiv (P) Gata de utilizat.

Diluant pentru probe (DP) Gata de utilizat.

Conjugat anticorpi monoclonali Diluati 1/10 in diluantul de
anti-PRV g1/ peroxidaza (concen- | conjugat si utilizati in max 24
trat 10X) (CJ) h dupa dilutie.

Diluant pentru conjugat (DC) Gata de utilizat.

Solutie de stopare (S) Gata de utilizat.

Filme adezive 12 filme

Nota: Pastrati reagentii diluati la +5°C + 3°C si utilizafj-i con-
form procedurii mentionate mai sus.
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. MATERIALE S| REAGENTI NECESARI (NU SUNT
FURNIZATI)

- Apa distilatd sau demineralizata.

- Pipete ajustabile sau fixe pentru a masura i doza intre 0 §i

1000 yl. Deviatia masuréterii trebuie s fie < 10% pentru voume

<10 pl si < 5% pentru toate celelalte volume.

- Cilindrii gradati (100 ml i 1000 mi).

- Spalator manual, automat sau semi-automat pentru placile de
microtitrare.

- Cititor de microplaci, prevazut cu filtre pentru citiri bicromatice
la 450 si 630 nm. Se poate utiliza i un cititor monocroma-
tic cu filtru de 450 nm.

- Incubator la +37°C + 3°C.

[Iv. PRECAUTII PENTRU UTILIZARE B

Calitatea rezultatelor depinde de respectarea regulilor i proce-
durilor bunei practici de laborator (vedeti paragraful Vi}.

1. Nu amestecati sau asociati reagenti din loturi cu numere dife-
rite.

2 Nu utilizati reagentji dupa data expirérii.

3.Plasati reagentii la temperatura laboratorului cu cel putin o ord
inainte de utilizare.

4 Manipulati toti reagentii si probele ca materiale biohazard.
5.Tineti tofi reagentii departe de piele si ochi. Dacd apare ex-
punerea, spilati 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 pipetd de unica folo-
sinta, separate pentru fiecare proba.

8.Evitati contaminarea solutiei substrat cu ioni metalici, agenti de
oxidare sau detergenti. Asigurai-va cd tofi recipientii sunt curati.
Nu utilizati acelasi recipient sau acelasi varf de pipeta pentru
conjugat si substrat.

9.Se recomanda ca eliminarea reagentilor si a materialului conta-
minat sa se faca in functie de reglementérile in vigoare. Fisele cu
datele de securitate ale produsului sunt disponibile la cerere.

Fraze de risc:

R35: Cauzeaza arsuri grave.

S26: In cazul contactului cu ochii clatiti imediat cu apa din
abundenta si solicitati sfatul medicului.

S30: Niciodata nu addugati apa peste produs.

S45: in caz de accident sau dacid nu va simiiti bine, solicitat
imediat sfatul medicului.

il

[v. PROBE

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

[VI. PROCEDURA

Strict conform procedurilor indicate mai jos. Utilizati martori de
control negativi si pozitivi in duplicat pentru fiecare testare, pentru
fiecare placa.

A. ETAPE PRELIMINARE

1.Setafi cu atentie distribuirea si identificarea martorilor i
probelor.

2. Preparati probele ce vor fi testate: dilutia se poate face fie
inainte in tuburi de hemoliza, microplaci blank, fie direct in godeu-
rile de testare.
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B. PROCEDURA DE TESTARE

| - DISTRIBUIREA MARTORILOR DE CONTROL SI A PROBELOR

1. Distribuirea martorilor de control:

Martorii de control sunt gata de utilizare.

Dupa agitarea flacoanelor, adaugati 100 pl de control negativ (N)
in godeurile A1 si A2 si 100 pt de control pozitiv (P) in godeurile
B1 siB2.

2. Distribuirea probelor:

Plasati 100 pl de probe de ser sau plasma diluata 1:2 in prealabil
in fiecare godeu.

Pentru dilutia direct in godeu, pipetati 50 ul de diluant de proba si
50 pl de proba de ser sau plasma, in godeu gi amestecati bine.
Probele pot fi testate individual sau in duplicat.

Stripurile trebuie plasate intotdeauna pe rama placii astfel incat
ambele dispozitive, spalatorul si cititorul, s& poata fi utilizate.
Acoperiti godeurile cu film adeziv tdiat conform numarului de
godeuri utilizate.

Amestecati manual placa prin agitare usoard sau utilizand un
agitator de placa.

3. Incubarea placii
Incubati placa fie peste noapte (14-18 ore) la +5°C % 3°C, fie
timp de 2 ore + 5 min. la +37 + 3°C.

SPALAREA:

Solutia tampon de spélare: diluati solutia concentratd de spélare
(W) 1:10 Tn apa distilatd sau demineralizata.

Scoateti cu grija filmul adeziv si spalati de 4 ori.

Il - ADAUGAREA CONJUGATULUI

1. Prepararea conjugatului:

Pregatiti solutia de conjugat prin diluarea conjugatului concentrat
(CJ) 1:10 in diluant de conjugat (DC). 2 ml sunt necesari pentru un
strip, adicd 200 pl de CJ la 1.8 mide DC.

2. Distribuirea conjugatului:
Addugati 100 p! conjugat diluat in toate godeurile si acoperiti-le cu
0 noua bucata de film adeziv.

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

SPALAREA:
Scoateti cu grija filmul adeziv de pe godeuri si spalati de 4 ori.

Il - DEZOLTAREA CULORII

1. Adaugarea substratului:

Adaugati 100 pl de substrat tamponat cu peroxidazd (SP) in
fiecare godeu. Nu acoperiti cu film adeziv in aceastd etapa.
Amestecati manual placa prin agitare ugoard sau utilizand un
agitator de placa pentru a asigura o corectd omogenizare.

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

de lumina.

3. Adaugarea solutiei de stopare:

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

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

4. Masurarea densitatii optice:
Mésurati densitatea opticd (DO) bicromatic la 450 si 630 nm sau

monocromatic la 450 nm (in banda galbena).
Este preferatd citirea bicromaticd. Dacad va fi utilizat un cititor
monocromatic, asigurati-va de curaienia fundului fiecarui godeu

inainte de citire.
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VIl. VALIDAREA TESTULUI

Rezultatele fiecarui test efectuat sunt valabile dacé: )
. =

DO a martorului de control negativ (N)> 0.500 si pf’oi:entajul de
competitie al martorului de control pozitiv (P) este > 80 %. - )

Acest procentaj poate fi calculat astfel:

%P :Mxloo
N

DO = media densitatilor optice

l VIILEXPRIMAREA $I INTERPRETAREA REZULTATELOR ]

Sunt posibile doua metode de calcul si interpretare a rezuitatelor:
Prima este recomandata pentru a compara si cumula rezultatele
obtinute pe placi diferite in testari diferite.

Metoda 1: CALCULAREA PROCENTAJULUI DE COMPETITIE (%
Proba)

Pentru fiecare proba:

%S = MXIOO
DO, - DO,

DO: media DO daca probele sunt testate in duplicat.

Interpretarea:

PROBE NEGATIVE DUBIOASE POZITIVE

Ser/ plasma %S <40% | 40 % <%S<50% | %S>50%

Metoda 2: ANALIZA DENSITATILOR OPTICE

Calculati valoarea cut- off a DO corespunzatoare la 40 % si 50
% procentaj de competitie si comparati DO a fiecarei cu
valoarea 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 CO 50 DO CO 40
1
Ser, plasma T + IJ +/- " m
DO Proba

- 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 proba
noud de ser sau plasma, de la acelasi animal.

Daca aveti intrebari, va rugam contactati:
ZOETIS FRANCE - Gerland Plaza-
23, rue Pierre Gilles de Gennes- 69007 LYON- FRANCE
Tel: +334.72.76.11.11 - Fax : +334.72.76.11.10
www.zoetis.com/products-services/diagnostics

Diagnostics TechSupport@zoetis.com

NUMAI PENTRU UZ VETERINAR/
NUMAI PENTRU UZ IN VITRO

DELPHARM BIOTECH
2 rue Alexander Fleming
69366 Lyon Cedex 07
Franta

Producator :
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%%l Solutie de stopare
"/ I

Zul.Nr.iK 021

R35 | . o

Diagn. in-vitro S 25ml
526
S30 A se depozita la +2°C/+8°C.
545

Conjugat
(-) Martor de controt ) o
) o . Diag. in-vitro CJ 5 mi
Diag. in-vitro N smi Exp/
Exp/: Lot/
Lot/ A

A se depozita la +2°C/+3°C.
A se depozita la +2°C/+8°C.

T STRMONCS

Substrat tamponat de peroxidaza

- Zul.Nr.K 028

Diagn. in-vitrc SP 50 ml

A se depoziia la +2°C/+8°C.

(+) Martor de control

Diag. invito P 5ml
Exp/:
Lot/:

A se depczita ta +2°C/+8°C.



Etichete pentru componente

=
STRUIONCS

Solufie de spalare concentratd X 10

ZUul.Nr.K 020
Diag. in-vitro - W 200 ml

A se depozita la +2°C/+8°C.

Lﬂt/i:
Exp/

Diluant pentru probe

Zul.Nr.KQo24

Diagn. in-vitro DP 100m!

A se depozita la +2°C/+8°C.

Tstmmonics

SERELISA® PRV ¢l
Ab Mono Blocking

Zul.-Nr.BGAF-B031

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

Exp/

Diag. in-vitro

1‘..‘“,

STRIIOTICS

Dituant pentru conjugat

Diagr. inviro DL s0mi

A se depozita la +2°C/+8°C.



Eticheta ambalajului secundgar

A se depozita Ia +2°C/+8°C. A

Pentru diagnostic in vitro. Pentru uz veterinar,

op

N

il s2 congela.

Kit pentru detectia anticor

pilor anti-g1 (glicoproteina) ai virusului Bolii
Aujeszky (PRV) ia suine

384 godeuri cu o singurg reactie

Microplaca cu 6 stripuri de 16 godeuri sensibilizate cu
glicoproteinele de invelis ale virusului Bolii Aujeszky

olutie de spalare conc. 10x
Diluant pentru probe

Martor de control negativ

wartor de control pozitiv

Dituant pentry conijugat

{>onjugat concentrat

Substrat tamponat cu peroxidaza
Solutie de stopare

Filme adezive

SYNBIOTICS EUROPE Gerland Plaza-23 rue Pierre Gilles de Gennes 5300

SO07 LYON ~France

SYNBIOTIC,

Serelisa® PRV gl A Mongo Biocking (ASPRV1)

1X200 ml

1X 100 mi

1IX5ml

1X5ml

1X 50 ml

iX5mi

1X 50 m!

1X 25 mi
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