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COMPONENTA KITULUI

2 placi (2x8x12 5 placi (5x8x12 10 pldci (10x8x12
godeuri) godeuri) godeuri)
Reagenti
Uni. Vol. Uni. Vol. Uni. Vol.
Placi de microtitrare cu 96 godeuri, 2 - 5 - 10 -
captusite. Divizate in 12 stripuri a cate opt
godeuri.
Flacoane cu Ser Control Pozitiv 1 1,5ml 2 1,5ml 2 1,5 ml
Flacoane cu Ser Control Negativ 1 1,5ml 2 1,5ml 2 1,5 ml
Flacoane cu conjugat peroxidaza (100x
concentrat) 1 700 pl 1 700 pl 2 700 pl
Sticle cu solutie de spélare (25X 1 125 ml 1 125ml 2 125 ml
concentrate)
Sticle cu Diluent (DE04-01) gata de utilizare 1 125 ml 1 125 ml 2 125 ml
Sticle cu Substrat (TMB) gata de utilizare 1 30 mi 1 60 mi 1 125 ml
Sticle cu Solutia de Stopare 1 60 ml 1 60 ml 1 125 ml

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

Micropipeta cu volum variabil 5-200 ul

Varfuri de pipeta de unica folosinta

Aparat pentru spalarea placilor

Tuburi de testatre 50 - 250 ml

Cititor ELISA (cu filtru 450 nm)



I. BAZA TEHNICA
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Acest kit se bazeazd pe un test enzimatic de blocare
(Elisa de blocare) bazat pe utilizarea a doi anticorpi
monoclonali impotriva gp51 virald. Acest test permite
detectarea anticorpilor impotriva BLV in serul bovin
sau in lapte (individual sau grupat). Facem o scurtd
descriere a tehnicii mai jos:

Faza solidd este reprezentd de placi acoperite cu BLV
gp51, legate de placa prin doi anticorpi monoclonali
specifici impotriva proteinei virusului gp51. Dupa
addugarea probei in godeu, dacd aceasta contine
anticorpi specifici impotriva virusului, acestia se vor
lega de antigenul absorbit pe placd, in timp ce daca
proba nu contine anticorpi specifici, nu se vor lega de
antigen.

Dacd addugdm un anticorp monoclonal specific
impotriva antigenului viral acoperit pe placa (conjugat
cu peroxidaza), acesta va concura cu anticorpii
serului. Dacd probele de ser contin anticorpi specifici,
acestia nu vor permite legarea Mab-ului marcat de
antigen, in timp ce dacd nu contine anticorpi specifici,
Mab se va lega de antigenul de pe placa. Dupa
spdlarea placii pentru a elimina tot materialul ne fixat,
putem detecta prezenta sau absenta Mab etichetat
addugadnd substratul (TMB) care fin prezenta
peroxidazei va dezvolta o reactie colorimetrica.

II. PRECAUTII SI AVERTIZARI PENTRU UTILIZATORI:

1. Cititi atent instructiunea de lucru.

2. Aduceti reagentii la temperature camerei
(20°-25°C) inainte de lucru.

3. Nu amestecati instructiuni sau reactivi din
diferite kituri.

4. Evitati orice contaminare a reactivilor
kitului.

5. Nu utilizati componente dupa datele de
expirare si nu amestecati componente din
loturi diferite.

6. Nu ar trebui sa se manance, sa se bea sau
sd se fumeze acolo unde se manipuleaza
specimenele sau reactivii trusa.

7. Nu pipetati pe gura.

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

9. Solutia de stopare este o solutie acida

puternicd care trebuie utilizata cu
precautie. In caz de contact accidental cu
pielea, spalati usor cu apa.

10. Pentru fiecare utilizare a kitului, serul de
control pozitiv si negativ trebuie testat
intr-un mod sistematic.

11. Substratul trebuie sa fie manipulat cu
grija, este foarte sensibil la lumina si
contaminare.

III. DEPOZITAREA COMPONENTELOR KITULUI

Toti reagentii si placile trebuie pastrate la +2°C +8°C.

IV. INFORMATII DESPRE ETAPELE DE SPALARE

Etapele de spdlare se pot face folosind o masind de
spadlat automata sau un dispozitiv de pipetare
multicanal adecvat pentru distribuirea a 300 pl pe
fiecare godeu.

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

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

o Distribuiti un volum de 300 ul de solutie de spdlare
pe fiecare godeu.

» Agitati delicat placa, eviténd contaminarea dintre
godeuri.

« intoarceti placuta brusc pentru a goli godeurile.

« Repetati procesul de céte ori este indicat in
instructiunile kitului.

« fnainte de a goli continutul ultimei etape de spalare,
verificati dacd urmatorul reactiv care trebuie adaugat
pe placd este gata de utilizare. Nu mentineti placa
uscatd mai mult timp decat este strict necesar.

e Dupd ultima etapa de spalare, rasturnati placa rotita
peste o hartie de filtru absorbanta si loviti-o usor.
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V. PREPARAREA REAGENTILOR

. Solutia de spalare:
Diluati o parte din solutia de spalare concentratd
furnizatd in kit cu 24 parti de apd distilatd sau
deionizata (ex. 40 ml solutie concentratd si 960 ml
apd). Odatd gata aceastd solutie, raméne stabild

livratd cu Kit 1/100 cu diluant:
—> Cantitatea necesard si suficientd de conjugat
pentru o placa completd este de 110ul de conjugat

intre + 2 ° Csi + 8 © C timp de maxim 3 luni, atata in 11 ml de diluant.
timp cét vor fi mentinute conditii adecvate. —> Cantitatea necesard si suficientd de conjugat
pentru o bandd de opt godeuri este de 10 pl
. Serurile de control Pozitiv si Negativ: conjugat in 1 ml de diluant.
Serurile de control trebuie testate ca probele, Ajitati bine solutia inainte de utilizare.

adaugand 50 ul/godeu.
Preparati doar cantitatea necesara pentru fiecare
Prepararea conjugatului ( se va face folosire, deoarece volumul rdmas trebuie aruncat
e imediat inaintea utilizarii):
Diluati cantitatea necesara de conjugat

VI. PREPARAREA PROBELOR:

. Ser sangvin:
Probele pot fi testate separate sau in amestec /pool (pana la 10 probe in amestec).

. Lapte:
Probele se testeaza doar individual. Se recomanda degresarea laptelui inaintea testerii.

VII. PROCEDURA DE LUCRU

instructiunele de mai sus) in fiecare
godeu.
Incubati placa 30 minute la +37°C.

1. Toti reagentii (cu exceptia conjugatului) trebuie
adusi la temperature camerei inainte de utilizare.

2. Addugati 50 pl de diluant DE04-01 la fiecare 5. Spalati de 4 ori urmérind procedura recomandat3.
godeu al pldcii utilizate. Addugati 50 ul de control
pozitiv, control negativ si probe la godeurile placii. 6 Addugatti 100 ul solutie substrat in fiecare godeu.
in acest fel, testati probele la o dilutie 2. Agitati Plasafi placa tntr-un loc |_ntunecat pentru 10 min

- . v . la temperature camerei.

placa cu grija pentru o mai bund omogenizare a
dilutiei. V3 recomanddm sd rulati serurile de 7. Ad3ugati 100 ul de solutie stop solution in fiecare
control in duplicat, folosind 2 godeuri pentru godeu urmarind ordinea in care a fost adaugat
fiecare. Incubati placa 1 ora la +37°C. substratul.

3. Spalati de 3 ori urmérind procedura recomandats. 8. Cititi Densitatea Opticd (DO) a fiecarui godeu la
spectrofotometru de 450 nm in 5 minute dupa
addugarea solutiei de stopare.

4. Addugati 100 ul de conjugat (preparat dupa

VIII. CITIREA SI INTERPRETAREA REZULTATELOR

Citirea trebue facutd la un spectrofotometru cu unda de * Dacd valoarea DO serului de Control Negativ
450 nm. este de 5 ori mai mare decéat valoarea DO

Serului Control Pozitiv:
A. Validarea Testului:

Testul este considerat valid:
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2. Interpretarea rezultatelor:
DO (Ser Control Negativ) rpretarea rezu "
>5
DO (Ser Control Pozitiv) Daca doriti lucrarea probelor in duplicat, valorile
DO vor fi calculate pentru fiecare probd ca media
*  Valoarea DO Ser Control Negativ trebuie sa fie aritmeticd a ambelor valori.
mai mare decat 1.
B. Interpretarea rezultatelor: —> Toate probele de ser cu DO mai mare sau egald cu
valoarea Cut Off Negativ, vor fi considerate
1. Calcularea valorii Cut: Negative.
Y. Negativ Cut Off = NC-[(NC-PC) x 0.4 ] —> Toate probele de ser cu DO mai mare sau egala cu

valoarea Cut Off Pozitiv, vor fi considerate Pozitive.
Y. Pozitiv Cut Off = NC-[(NC-PC) x 0.5]

Unde: NC = Media valorilor DO Ser Control Negativ. Pentru probele de ser cu DO cuprinse intre cele doua
PC = Media valorilor DO Ser Control Pozitiv. valori de Cut Off vor fi considerate dubioase (incerte).
Pentru acestea se recomandd efectuarea unui nou

test cu probe prelevate dupa trei saptamini.

Exemplu:
Media valorilor DO 2. Calcularea valorii de Cut Off:
. Conrol Pozity  (PC)  0.154 CUT OFF (-) = 1.750 - [ (1.750 - 0.154) x 0.4 ] = 1.111
. Control Negativ (NC)  1.750 CUT OFF (+) = 1,750 - [ (1.750 - 0.154) x 0.5 ] = 0.952
« Probal 0.170
. Proba 2 1.684 3. Interpretarea rezultatelor:

Proba 1 » Pozitiva pentru anticorpi BLV

1. Validarea Testului: o ! .
Proba 2 » Negativa pentru anticorpi BLV

NC/PC = 11.3>5
NC=1.750 > 1
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