INTRUCTIUNI UTILIZARE
ID Screen® BLV Competition
Informatii generale

Acest kit de diagnostic este conceput pentru a detecta anticorpi anti-gP51 1n seruri de bovine sau
de bivoli (individuale si pool-uri de 10 probe)

Descriere si principiu

Godeurile sunt captusite cu antigen gP51. Esantioanele care urmeaza sa fie testate si serurile de
control sunt adaugate in godeuri. Anticorpii anti-gP51, daca sunt prezenti, formeaza un complex
anticorp-antigen care mascheaza epitopii gP51. Conjugatul anti-gP51-Peroxidaza (HRP) este
adaugat la microunde. Se fixeaza la epitopii liberi ramasi gP51, formand un complex antigen-
conjugat-HRP. Dupa spalare pentru a elimina excesul de conjugat, se adauga solutia de substrat
(TMB). Culoarea rezultata depinde de cantitatea de anticorpi specifici prezenti in proba testata:

- in absenta anticorpilor, apare o solutie albastra care devine galbend dupa adaugarea solutiei
stop.

- in prezenta anticorpilor, nu apare nicio colorare. Microplaca este citita la 450nm.

Componenta Kitului

Reactivi *

Microplaci acoperite cu LEB

Coniugat concentrat (10x)

Control pozitiv

Control negativ

Tampon de diluare 2

Concentrat de spalare (20X)

Solutie substrat

Solutie stop (0,5 M)

1. Conjugat, serurile de control si solutia de substrat trebuie depozitate la 5 ° C (= 3 © C).
2. Ceilalti reactivi pot fi depozitati intre + 2 ° C s1 + 26 ° C.

3. Componentele cu acelasi nume (solutie de spalare, tampoane de diluare) pot fi utilizate pentru

intreaga gama de produse IDvet.
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1. Nu pipetati cu gura.

2. Solutia de substrat poate fi iritanta pentru piele.



3. Solutia stop (0,5 M) poate fi ddunatoare dacd este inghititd. Poate provoca sensibilizare prin
contactul cu pielea (R22-43). Evitati contactul cu pielea (S24-37).

4. Nu expuneti solutia de substrat la lumina puternica si nici la agenti de oxidare.
5. Decontaminati toti reactivii Tnainte de eliminare.
Pregatirea probelor

Pentru a evita diferentele de timp de incubatie intre probe, este posibild pregatirea unei placi cu
96 de godeuri care contine probele de testare si seruri control, Tnainte de a le transfera intr-o
microplacd ELISA folosind o pipetd multicanal.

Pregatirea solutiei de spalare

Daca este necesar, aduceti concentratul de spalare (20X) la temperatura camerei (21 °C £ 5 ° C)
si amestecati bine pentru a va asigura ca concentratul de spalare este complet solubilizat.
Pregatiti solutia de spalare (1X) prin diluarea concentratului de spalare (20X) in apa distilata /
deionizata.

Procedura de testare

Lasati toti reactivii sd ajunga la temperatura camerei (21 °© C + 5 ° C) inainte de utilizare.
Omogenizati toti reactivii prin inversare sau Vortex.

INCUBATIE SCURTA (seruri individuale si grupate)

1. Adaugati:
- 80 pl tampon de diluare 2 la fiecare godeu.
- 20 pl de control pozitiv la godeurile A1 si B1.
- 20 pl de control negativ la godeurile C1 s1 D1.

- 20 pl din fiecare proba care urmeaza sa fie testata la godeuri ramase.

2. Incubati45 min+=4minla21°C(£5°C)

INCUBATIE NOAPTE (seruri individuale si grupate)
1. Adaugati:

- 190 pl tampon de diluare 2 la fiecare godeu.

- 10 pl de control pozitiv la godeurile A1l si B1.

- 10 pl de control negativ la godeurile C1 si D1.

- 10 pl din fiecare proba care urmeaza sa fie testata in godeurile rdmase.

2. Seincubeaza timp de 16 pandla20 deorela4 ° C (=2 ° C).

Urmatorii pasi sunt aceiasi pentru incubare scurta si incubare peste noapte




8.

9.

Pregatiti conjugatul 1X diludnd conjugatul concentrat (10X) la 1/10 in tamponul de
diluare 2.

Se spala fiecare godeu de 3 ori cu aproximativ 300 ul din solutia de spalare. Evitati
uscarea godeurilor Intre spalari.

Adaugati 100ul de conjugat 1X in fiecare godeu.

Incubati timp de 30 min+ 3 minla21 °C (£5° C)

Se spala fiecare godeu de 3 * ori cu aproximativ 300 pl de solutie de spalare. Evitati
uscarea godeurilor Intre spalari.

Adaugati 100 pl din solutia de substrat la fiecare godeu.

Incubati 15 min £ 2 min la 21 ° C (= 5 ° C) in intuneric.

10. Adaugati 100 pl de solutie Stop la fiecare godeu din pentru a opri reactia.
11. Cititi si inregistrati DO la 450 nm.

* Rezultatele pot fi influentate de calitatea spdlarii. Pentru a imbunatati rezultatele,
recomandam 5 spdldri in loc de 3 dupa incubatia conjugata.

Validarea

Testul este validat daca:

» valoarea medie a controlului negativ DO (DOnc) este mai mare de 0,7.

DOnc > 0.7

» valoarea medie a controlului pozitiv (DOpc) este mai mica de 30% din DOnc.

Dopc/DOnc < 3
Interpretare

Pentru fiecare esantion, calculati procentajul de competitie (S / N%).

SN % = Proba DO

x 100
DOnc

Probele care prezintd un S / N% (incubatie scurta si peste noapte, seruri individuale si pool-uri):

Rezultat Statut
S/N % < 50% POZITIV
50 < S/N % < 60% INDOIELNIC
S/N % > 60% NEGATIV
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