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Pourquier CFT Brucellosig Ag este un Antigen Brucelic IDEXX pentry diagnosticul Brucelozei utilizan
reactia de fixare a complementulu, I ~
Beseriere si principi I : L

i Pourguicr CFT Brocellosis Ag foloseste reactia de fixare a complementului, Antigenul peatrii festul de ‘

Hixore a Complementului este 0 suspensie concantrata de Brucella aborys ¢ Tulpina s99 - W eybridge)
Inactivata termic g cu fenol. Testul de F ixare & Complementului este una dintre cele mai sensibile metod
de diagnosiic a Bracelozei, Este folosita deasemena si o metoda de fixare farece tipului” de reactiz
siaborata de Kolmer. Acest antigen permite diagnosticu serclogic al Brucelozei (Brucella melitensis,
 aborrus, suls).Acest antigen este standardizat astfe] incat sa se obtina o:fixare jde 50% cu o dilutie finala ¢
~1:200 din Serul Standard International Bruceila abortys (OIEISS). ' Lo
- Pourguier CFT Brucellosis Ag a fost dezvo] tat in conformitate cy Standardul Francez AFN OR U47-004
(Detectia anticorpilor anti Bracelozs de catre Testul de Fixare a Complemenmlui,Apr. 2009) si' cu Cerinte
aplicabile OIE si Europene. -
Reactivi

yn e

lizate,

tabelul de la sfarsitul ﬁroépectuluz pentru semnificatia énni;blmﬂor uti

Conservare _ _ ‘ 4 :
Pastrati toti reactivij feriii de iﬁmina Ia 2-8° C.Nu congelati reactivii, Reactivii sunt stabili pana la data
expirarii, : o :

) Kiaterinie necesare dar nefurpizate in kit .

¢ Tampon Veronal {disponibil la IDEXX)
¢ Control Pozitiv (disporibil ja IDEXX)
. Complement Hofilizat .
"¢ Hematii ovine la 50%
® Ser hemolizat standardizat
® Plavi pentru distribuirea reagentifor i a probelor
®  Micropipete de precizie s Pipete multicanial de precizie
® Vaurturi de pipeta de unica folosinta .,
v & Imeubdior capabil sa menting o femperatura de +37°C (+35C)
e e Agfordopia | |
* Baiedeapa .
Precautii si avertizar pentru utilizatori '
- ® Utilizati materialele biologice ca si potentiale infectioase
o Utilizati ochelari;manusi si imbracaminte de protectie cand manipulati probele sire
® . Pentru informatii suplimentare verificati materialul cu privire la masurile de protecti
produg | ‘ ‘

¢




Buna Practica de Laborator '
°  Rezultate optime se obtin daca se respecta protocolul de Tucru :Pipetarea,timpii de lucru cat s
etapele de spalare trebuie respectate pentru obtinerea de maxima precizie si acuratete a testuuh
¢ Toate reziduurile se vor'decontamina inainte de ehmmare Masunle de ehmmare a deeeurllor se
luz in acord cu legislatia locala si nationala. '
o . Trebuie prevenita contaminarea componentelor Nu refolosm reagentu nf—‘utlhzatl
¢ Nuutilizati reagentii expirati

Prepararez reagentilor

Complemwentu! diluat S

Reconstituiti Compementul liofilizat cu solvent cum a foxt mdtcu’r

Diluati 1:100 cu Tampon Veronal. - :

Tampon Vercnal Diluat . IR

Tamponul Veronal trebuie diluat 1:5 cu apa distilata. - ‘

Artigen Brucelic pevtru Testu] de Fixare a Cnmplnnwmulai - S
Antigenu! Brucelic concentrat trebuie diluat chiar inainte ds utilizare in apa sakina (8.5 ;__,/}}, Sail §i md‘ bir
cutampoen Veronal diluat, in concordanta cu factorul de comealtdh@ indicat ps Stidd de antigen. '
Thrarea Complementului ( in tubusi ) L ' :

- Dastribuiti wmplememul teconstituit “C” diluat 1:100, tamponul Verondl diluat © \, b”, ".ntigenui Bmcelic
diluat “Ag” si cuplul Hemolitic “¢” conform urmatorului tabel: -~ o0 o

A

R T E e T5 Te [7 [ [s |1 11 [iZ |3 |#6 |Hies
tub ol ‘ . _ : N e ;
€ | 0.04]G.05]0.06]0.070.0870.09]0.10 | 0.11 | 0.12| 0.13 ] 0.14] 0.15 | 6.16 10 | 040
Vb 036035034033 [032] 031 030 | 0297028 [027 | 0.26 [ 025 | 624 | 040 [0
{ml) : .

Ag | 0.20]0.20]0.20 [ 0.20 [ 0.20 | 0.20 [ 0.20 | 6.26 | 0.20 [¢.20 | 0.20 0.20. 6.2010.20 | 0.20
(ml) ' . ] I '
Agn}an tubunle, plasatl—le in baia de apa Ia 37°C (£3°C) pentru 30 min, (+2 min.) o
He | 0401040 0.40 0.40 | 0.40 | 0.40 0.40 0.40’- 0.40 0.40 | 0.40 | 0.40 0.4—0 0,40 0.40 -
| {mi) 5 :
Agitati tuburile,: piasatl-!e in hala de apa ia 37°C Lt3°*”) pentru 3() min. (:};2 Julirh )
 Hematiile de Oaie la 2. 5% : ‘ »

- Amestecati 0.5 mbde hewatil la 50% si 9.5 mi u’y tarnpon Veronal dituat.
+ - Caplel Hemolitic S :
Titrarea Complementului si-Testul de i

clemente ale cuplubai hemiolitic.
S prepard us. volum suficient de produse pentru aceste 2-utiliziel;
Depozitati-le separat intee utilizri. -~ o : .
‘e Amiestecd'in pmpozﬂizech_m.cnw celuiele rosii din singe'de oaie preparate ia 2,5% (& 5¢ vedea mai
sus) si serul hemolitic stdndardizat continfnd 2 Ul/ ICFTU (difuat In conformitate cu titral indieat).
s  Se amestecd cantitatile necesare pentra fixarea corplementului 20 de minuie (+ 2 min.) inainte de-
utilizare si se lasé la 18-26°C (vezi tabelul de mai jos pentru cantititile necesare). Produsele thmase

we a complementuloi rebuie Imperativ realizate cu actleasi -

trebuie sa fie depoz,ltate sepa_rat la2-8°C pind a dona zi. . .
e Scoateti tuburile de Ia baia de api si se centrifugheazi imediat timp-de 10 minute (& 2 min.) la 500-

1000 g.

Controln!l Hemolitic HS0 K
Se prepari un control H50: se amesteca 0,50 ml de supernatant HO control hemolitic cu
H100 supernatant de control hemolitic.Primul tub cu un supematant care prezmta acegAs

‘Cu acest control H50 se va numi unitate H50.

o 5



Cantitatea de Complement necesar penfru reactie:
Exemplu: Numdrul de godeuri = 100

80x6x 100x 15 = 60 4L de Complement ce trebuie mai departe diluat cu
100 x 200 - 2440 pl de tampon Veronal

25l de Lomplemem diluat sunt distribuite in fiecare godeu
25 pix 100 = 2,5 m! (volumul total de complement peuntru a fi preparat)
Unitatea 30 a fost gasita pentru tubul 0.5 (80 pl de mmple Uent 1a 1 lOd)
Testul foloseste & unitiati HSO: R :
Testul se va efectua in tuburi (macrometoda) sau in mu,roplac' mwmmetoda)
Prepararea prob lor : ,
Inactivati serul pentru a f1 titrat intr-o baie de apa la 59°C (& 1 °C ) hmp de' 30 df’ mmutr- (=2 min:).“
Diluati-le cu tamponVeronal diluat ("Vb") (in tubuzi sau microplaci). o

Test efectuat 1n tuburi g - ‘ T

Dilution 72 | 14 | /8 | 06 | 182 | ved ’4;’128‘ 17256 | 1512
Sample (ul) | 500 Yp-500 Y- 500 Y 500 Yy 500 Y- 560 Y 500 Y 500 2}, 500
Vo (ul) | 500 4 5004 5007 500/ 800 4 530 "‘Jf’] fms' 500/
Test efectuat in microplaci -
Dittion [ TS [ 14 T8 | /15 | /32 | /4 | 17128 | 1/256 | 11z
Sample () | Z5N\[p 25 _1p 25 Yb 25 Yo 25 Y 25 Y& 25 Y 25 Ab 25:4h
Vb {3 s AT A R B e N R

" Digoard 25 4 '

Procedura de lucru

Utilizati varfuri pentru pipete separate pentru fiecare proba. o o

i. Distribuiti proba (“S™), Antigeaul brucelic diluat (“Ag’), Complementul diluat (“C”) si tamponul -
Veronal (“Vb”) conform tabelului urmator: ' SRR

‘

Test efectuat in tuburi:

Ditutian 2 ‘H 8 [ 156 | 22 |t | wes | ees | Iz | TAa | TE TGR |78
- YN e = f %S T 5 find e H QE
AT B ) 25 25 25 25 725 ] ; 25
75 | 23 25 1y 25 25 Py 25 24 Yis] 24 / L
I Y+ B A 25 45 /_’{, 2 25 22 25 25 !
} N = S —————
est efectuat inmicroplact
Sledion | TS ] 1¢ ) 18 17255 Tip | T
ol 2o 75 o 73 T ; i
! 725 75 i 25 25 I0
P . £y I o LS 8 g [y Lo LT
Cyd e 2o £3 e e 28 20 40 2
- P DERCE T ¥ o : B L ¢ L i
Vol | 20 / { ‘ / ; /. ; 2h | LG i

T Ag=Antigen Contro] /TC == L,onirol Complement /TGR. =Heinatii da ,ozmo}/ I S-mcf de ( ontrol
2. Agitati placile folosind un agitator de microplaci. ' :

3. Acoperiti placile.
4 T.ncubati 16-20 de ore 13 2-8°C

5. Tineti cuplul hemolitic (preparat cu o zi inainte-vedeti la br,épararea reagentilor) 1a 18-26°C pentrii 10
minate (2 min.) .

6. In paralel:

a. Inéubati placile la 37°C (ié"C) pentru 10 min (+ 2 min.)
3




0. Menunets cuplut hemolitic la 18-26°C pentru inca 10 minute (+

7. Adaugati 50 ul de cuplu hemolitic in fiecare goden.

8. Agitati placile si acoperiti placile.

9. Incubati placile la 37°C (+3 °C) pentru 30 min (= 2 min)

10. Centrifugaii placile (500-1000 g) 1a 2-8°C pentru

(£5 min).
11. Calculul:

Controziele

Evaluati supernatantul conform controalelor preparate dupa cum aréaza:

2 min.}.

10 min (=2 min) sau lasatile 1a 2-8 °C pentru 60 min

. 0 a +-+ 4+ s+
| Veronal tuffer (uly - 0 % 50 7 MR
| Tobl nasmalyn wel -
il 100 - 7 &0 7 0
= Compietant Donta '

In fiecare godeu, rata hemolizarii celulelor rosii sensibilizate este notata dupa cum urmeaza: -
++++ = Inhibitie totala a hemolizarii ’ T : :
*++ = Inhibitie de 75% a hemolizarii (=25% hemoliza) -
++ = Inhibitie de 50% a hemolizarii (=50% hemoliza)
+ = Inhibitie de 25% a hemolizarii (=75% hemoliza) -
¢ =Hemoliza completa
Criterii de validare
Testu! se considera validat daca:

*  Antigenul de Control (TAg) : 100% hemoliza

©  Complementul de Control {T C):100% hemoliza

©  Hematii de Control : 0% hemoliza

¢ Serul Negativ de Control : 100% hemoliza : :

® Serul Pozitiv de Control : s-a reprodus Ia titrul asteptat ('-'F/_vo dilutie). « -
Interpretarea rezultatelor % R A

& <50% pentru inhibitia hemolizarii la % = negativ

e 2 50% pentru inhibitia hemolizarii la V4 = pozitiv

-Corespondenta intre dilutia serului _si. a unitatilor Internationale ICF
mililitru (Pragul de pozitivitate = 20 Ul/ml ({CFTU/ ml)): R Lo
- Dilutia Probelor - 2 w4 TR 16 1182 J

10 (20 J40 T80 |ie0 ]

TUa Complementului de fixare per

D

O =
)

| eeia

[0/l (CFTU/mY)




Eticheta limba engleza

FEFlPoi20

Peurguler *
BFT Brucellosis Ag

100ml

Shake before use.
Agiter avant utilisation.
Agitar antes de usar.
Agitar antes de usar. -
Vor Gebrauch schiiteln.

For veterinary use only.
Reéservé 4 1’ usage vérérinaire.

_Fiir Tiere

el

IDEXX Mompelier SAS, 326 e de la Gaidra,

Eticheta {imba romana

[FEF|po0120

Pourgler *
CFT Bruceliosis Ag

{00ml

34060 Mentpellier, FR
Tef 433469232425

Agitati inainte de
utilizare

IDEXX Eurape B V., P.O. Box 1334, 2130 EK r'rIquddoip, NL
) £ et+800 727 43395
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De vz veterinar exclusiv,

D] BE

~ [r¥C ZUL-Nr:
2c/4 BFAV-B371

s

IDEXX Montpelifer SAS, 326 rue de la Galéra, 34

090 Montpeltier, Franta
Tel: +33 ¢4 9323 2425

IDEXX Eurepe B V,, P.O. Box 1334, Z130 EK Hoolil"ldurp,’ Olanita

Tel-+809 727 43399 -
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