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INGEZIM BLV CONFIRMATION

Kit pentru pentru detectarea de anticorpi impotriva
virusului leucemiei enzootice bovine (BLV) in ser bovin
prin metoda imunoenzimatica indirecta

Ultima reviziune: 01-14




INGEZIM BLV CONFIRMATION

12.BLV.K1
COMPONENTA KITULUI
REAGENTI

Unitati Volum
Placi de microtitrare cu 96 de godeuri 5
impartite in benzi (12 x 8) acoperite
cu antigen viral pozitiv.
Placi de microtitrare cu 96 de godeuri 5
impartite in benzi de culoare rosie
(12 x 8) acoperit cu antigen negativ
Flacon cu Ser de control pozitiv, gata 1 8 ml
de utilizare
Flacon cu Ser de control negativ, 1 8 ml
gata de utilizare
Flacon cu Conjugat 100x concentrat 1 1,3 ml
(MADb anti-IgG bovin peroxidaza
conjugata)
Sticla cu Solutia de spalare 25x
concentrata 1 250 ml
Sticla cu Diluent (DE14-01) 2 250 ml
Sticla cu Solutia Substrat (TMB) gata
de utilizare 1 120 ml
Sticla cu Solutia de stopare (acid
sulfuric) 1 120 ml

ALTE MATERIALE SI REAGENTI NECESARI CE NU SUNT FURNIZATI IN KIT
Apa distilata sau deionizata

Micropipeta cu volum variabil 5-200

Varfuri de pipeta de unica folosinta

Aparat pentru spalarea placilor

Tuburi de testatre 50 - 250 ml

Cititor ELISA (cu filtru 450 nm)
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I. BAZA TEHNICA

Acest kit se bazeazd pe o imunoanalizd enzimatica
indirectd (ELISA indirectd). Tehnica este descrisd pe scurt
mai jos:

Fixdm antigeni pozitivi si negativi pe diferite placi. Cand o
probd de ser contine anticorpi specifici Tmpotriva
virusului, acestia se vor lega de antigenul viral adsorbit
pe placd. Dupd o etapd de spalare pentru a elimina tot
materialul ne fixat din proba de ser, prezenta
imunoglobulinelor bovine poate fi

detectat folosind o peroxidaza conjugata specifica. Dupa
addugarea substratului va apdrea o reactie colorimetrica
care poate fi masuratd de un cititor ELISA.

Astfel, diferenta dintre DO obtinutd cu antigenul pozitiv
si negativ va determina prezenta sau absenta
anticorpilor specifici impotriva virusului in serul bovin.

IT. PRECAUTII SI AVERTISMENTE PENTRU UTILIZATORI:

1. Cititi cu atentie instructiunile de utilizare.

2. Aduceti toti reactivii la temperatura camerei
(20°-25°C) inainte de utilizare.

3. Nu amestecati reactivi si nu folositi instructiuni din
diferite kituri.

4. Evitati orice contaminare a reactivilor kitului.

5. Nu utilizati componente dupéa date de expirare si nu
amestecati componente din loturi diferite.

6. Nu trebuie sa@ se manance, sa bea sau sa fumeze in
timpul manipularii reactivilor sau probelor.

7. Nu pipetati cu gura.

III. Conditiile de pastrare

8.Folositi un varf nou pentru fiecare probd de ser.

9. Includeti in mod sistematic un control pozitiv si
un ser negativ la fiecare testare.

10. Substratul trebuie manipulat cu grija, deoarece
este foarte sensibil la lumina si contaminare.

11. Solutia de stopare este o solutie acida puternica
si, prin urmare, trebuie manipulatd cu grij&. In caz
de contact accidental cu pielea, spalati usor cu apa.

Toti reactivii si placile trebuie pastrate intre + 2° Csi+ 8°C

IV. INFORMATII DESPRE PROCEDURA DE SPALARE

Etapele de spélare se pot face folosind o masind de
spalare automatd sau un dispozitiv de pipetare
multicanal adecvat pentru distribuirea a 300 ul pe
fiecare godeu.

Dupa perioadele de incubatie, etapele de spdlare trebuie
facute urmand instructiunile urmatoare:

. Aruncati continutul placii printr-o rasucire brusca a
pldcii pentru a evita posibilul amestec al
continutului dintr-un godeu in altul.

. Distribuiti un volum de 300 ul de solutie de spalare
pe fiecare godeu.

V. PREGATIREA PROBELOR:

. Agitati delicat placa, evitdnd contaminarea
dintre godeuri.

. Intoarceti pldcuta brusc pentru a goli
godeurie.

. Repetati procesul de cate ori este indicat in
instructiunile kitului.

. Inainte de a goli continutul ultimei etape de

spalare, verificati daca urmdtorul reactiv
care trebuie addugat pe placd este gata de

utilizare.

. Nu mentineti placa uscatd mai mult timp
decét este strict necesar.

. Dupd ultima etapd de spdlare, rasturnati

placa rotitd peste o hartie de filtru

absorbanta si loviti-o usor.

Diluati probele la 1/50 intr-o placa goald (adica 5 ul de ser in 245 ul de diluant este suficient pentru a rula o proba
intr-un godeu cu antigen viral si intr-un alt godeu cu antigen de control).




VI. PREGATIREA REAGENTILOR
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Solutia de spélare:

Diluati o parte din solutia de spalare concentrata
furnizata in kit cu 24 de parti de apad distilatd sau
apa deionizatd (40 ml solutie concentrata si

960 ml apa). Odata pregatita aceasta solutie
ramane stabild atunci cand se pastreaza la + 4°C

Conjugat:

Se dilueaza 1/100 in diluant conjugatul prevazut in
kit (110 pL de conjugat concentrat in 11 ml de
diluent, ce este suficient pentru o singurd placd).

Ser de control (+) si (-):

Controalele sunt gata pentru utilizare si nu se diluiaza.

VII. PROCEDURA DE TESTARE

1. inainte de inceperea testului, aduceti toti reactivii la
temperatura camerei (22-25 ° C).

2. Adaugati 100 pl din probele de ser diluate asa cum
s-a descris anterior pe antigenele pozitive si
negative. Sigilati bine placa si incubati timp de 30 de
minute la 37°C.

3. Se spald de 3 ori urmand procedura descrisa
anterior.

4. Adaugati 100 pL de conjugat la diluarea indicata, in
fiecare godeu.

5. Sigilati placa si incubati timp de 30 de minute la
37°C.

VIII.

No

Se spalé de 6 ori urmand procedura descrisa.
Addugati 100 uL din solutia de substrat. Pdstrati
placa timp de 10 minute la temperatura camerei.
Incepeti sincronizarea dupd ce ati addugat-o in
primul godeu.

Addugati 100 uL din solutia stop, la fiecare godeu in
aceeasi ordine in care s-a addugat substratul.

Cititi  absorbanta fiecarei godeuri cu un
spectrofotometru la 450 nm in urmdtoarele 5
minute dupa addugarea solutiei stop.

CITIREA SI INTERPRETAREA REZULTATELOR

Citirea trebuie facutda cu un spectrofotometru la 450
nm.

DO obtinutd cu antigenul negativ trebuie scazutd din
DO obtinuta cu antigenul pozitiv (proba si controalele)

A. Creteriile de Validare:

Testul se considera valid in caz de:
Control Pozitiv: DO POZ Ag - DO NEG Ag > 0,3
Control Negativ: DO POZ Ag - DO NEG Ag < 0,2

B. Interpretarea Rezultatelor:

. Probele Pozitive si Negative
Probele se considera Pozitive la BLV cand:

DO POZ Ag - DO NEG Ag > 0,3
Probele se considerd Negative la LEB cand:

DO POZ Ag - DO NEG Ag < 0,25

. Probele Suspicioase:

Probele care prezintd valori cuprinse intre 0,30 si
0,25 (,Zona gri”) ar trebui considerate suspicioase si
reevaluate. Dacd rezultatul rdmane acelasi, va
recomanddm sa testati o noud extractie obtinuta la
15 zile dupéd prima.
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