INSTRUCTIUNE UTILIZARE
INGEZIM BLV COMPAC 2.0

L. Fundamentul tehnic

Acest kit reprezinta un test imunoenzimatic de blocare (ELISA blocking) bazat pe utilizarea a
doi anticorpi monoclonali Tmpotriva gp51 virala. Acest test permite detectarea anticorpilor
impotriva LEB in ser sau lapte bovin (individual sau pool-uri). Facem o scurta descriere a
tehnicii de mai jos:

Faza solida sunt placi acoperite cu LEB gp51, legate de placa prin doi anticorpi monoclonali
specifici impotriva proteinei virusului gp51. Dupa adaugarea probei in godeu, daca contine
anticorpi specifici impotriva virusului, acestia se vor lega de antigenul absorbit pe placa, in timp
ce daca proba nu contine anticorpi specifici, nu se vor lega de antigen.

Daca adaugam un anticorp monoclonal specific impotriva antigenului viral acoperit pe placa
(conjugat cu peroxidazd), acesta va concura cu anticorpii serului. Daca probele de ser contin
anticorpi specifici, acestia nu vor permite legarea Mab-ului marcat de antigen, in timp ce daca nu
contine anticorpi specifici, Mab-ul se va lega de antigenul de pe placa. Dupa spalarea placii
pentru a elimina tot materialul ne fixat, putem detecta prezenta sau absenta Mab-ului marcat prin
adaugarea substratului (TMB) care, in prezenta peroxidazei, va dezvolta o reactie colorimetrica.

IL. PRECAUTI 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 instructiuni sau reactivi din diferite truse.
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 sd se manance, sa se bea sau sa se fumeze acolo unde se manipuleaza
specimenele sau reactivii kitului.

7. Nu pipetati cu gura.
8. Folositi un varf nou pentru fiecare proba de ser.

9. Solutia stop este o solutie acidd puternica care trebuie sa fie utilizata cu precautie. In caz de
accident In contact cu pielea, se spald usor cu apa.

10. Pentru fiecare utilizare a trusei, serul pozitiv si serul negativ trebuie testat sistematic.
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11. Substratul trebuie manevrat cu grija, este foarte sensibil la luyging sh
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[II. CONDITIILE DE DEPOZITARY?

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



IV. INFORMATII DESPRE ETAPELE DE SPALARE

Etapele de spalare se pot face folosind o masina de spdlat automata sau un dispozitiv de pipetare
multicanal adecvat pentru distribuirea a 300 pl pe fiecare godeu. Dupa perioada de incubare,
etapele de spalare trebuie facute urmand instructiunile urmatoare:

- Aruncati continutul placii printr-o rasucire brusca a placii pentru a evita amestecul posibil al
continutului dintr-un godeu 1n altul.

- Distribuiti un volum de 300 pl de solutie de spélare pe fiecare godeu.
- Agitati delicat placa, evitand contaminarea dintre godeuri.

- Intoarceti placa brusc pentru a goli godeurile.

- Repetati procesul de cate ori este indicat in instructiunea kitului.

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

- Dupa ultima etapa de spalare agitati placa rasucita peste o hartie de filtru absorbanta.

V. PREGATIREA REACTIVILOR
e Solutia de spalare

Diluati o parte din solutia de spalare concentratd furnizata in kit cu 24 parti de apa distilata sau
deionizata (40 ml solutie concentrata si 960 ml apd). Odata gata aceastd solutie, raimane stabila
intre +2 ° C si+ 8 ° C timp de maxim 3 luni, atita timp cét vor fi mentinute conditii adecvate.

e Ser control pozitiv si negativ
Serurile trebuie tratate ca probe, adaugand 50 pul / godeu.

e Pregatirea conjugatului (de pregatit imediat inainte de utilizare):
Diluati cantitatea necesard de conjugat furnizat in set 1/100 cu diluant:

» Cantitatea necesara si suficientd de conjugat pentru o placa completa este 110 pl de
conjugat in 11 ml de diluant.

» Cantitatea necesara si suficientd de conjugat pentru o banda de opt godeuri este de 10 pl
conjugat in 1 ml de diluant.

Agitati foarte bine solutia Tnainte de utilizare.

Pregatiti doar cantitatea necesara pentru fiecare datd, deoarece volumul ramas trebuie inlaturat.

VL PREGATIREA PROBELOR:
e Utilizarea serului:

Probele pot fi testate individual sau pool-uri (pana la 10 probe de ser).
e Utilizarea laptelui:

Probele pot fi testate numai individual. Se recomanda degresarea probelor de lapte inainte de
testare.



VII. PROCEDURA DE TESTARE

1. Toti reactivii (cu exceptia conjugatului) trebuie lasati sd ajunga la temperatura camerei
inainte de utilizare.

2. Adaugati 50 pl de diluant DE04-01 la fiecare godeu al placii de utilizat. Adaugati 50 pl

de ser pozitiv, ser negativ si probe la godeurile placii. In acest fel, testati probele la o

dilutie 2. Puneti placa cu grija pentru o mai buna omogenizare a dilutiei. Va

recomandam sa rulati serurile de control in dublu exemplar, folosind 2 godeuri pentru

fiecare. Pentru a evita efectul de bariera detectat atunci cand se utilizeaza un fel de

incubatoare, este recomandabil sa nu folositi fisierele externe pentru a adauga

comenzile). Incubati placa 1 orala 37 ° C.

Se spala de 3 ori urmand procedura descrisa.

4. Adaugati 100 pl de conjugat (preparat urmand instructiunile anterioare) in fiecare godeu.
Incubati placa timp de 30 de minute la + 37 ° C.

5. Se spald de 4 ori urmand procedura descrisa.

6. Adaugati 100 ul de solutie de substrat, la fiecare godeu. Pastrati placa timp de 10 minute
la temperatura camerei, intr-un loc Intunecat.

7. Adaugati 100 ul de solutie stop la fiecare godeu urmand aceeasi ordine in care s-a
adaugat substratul.

8. Cititi DO-ul fiecarui godeu cu un spectrofotometru la 450 nm 1n 5 minute dupa fixarea
solutiei stop.
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VIII. CITIREA SIINTERPRETAREA REZULTATELOR
Citirea trebuie facuta cu un spectrofotometru la 450 nm.

A. Validarea testului:
Testul ar putea fi considerat valid:

*Dacd valoarea DO a serului de control negativ este de peste 5 ori valoarea DO a serului de
control pozitiv:

OD (Ser negativ de control)
>5

OD (ser de control pozitiv)

e DO-ul serului de control negativ trebuie sa fie > 1.

B. Interpretarea rezultatelor:
1. Calcularea CUT Off

> Negativ Cut Off = NC- [ (NC-PC) x 0.4 ]

Y Positiv Cut Off = NC-[(NC-PC) x 0.5]

Unde: NC = Media valorilor DO ale serului de control negativ.
PC = Media valorilor DO ale serului de control pozitiv.

2. Interpretarea rezultatelor



Céand rulati probe duplicate, valorile DO vor fi calculate pentru fiecare proba ca medie aritmetica
a ambelor valori.

» Toate esantioanele cu DO mai mare sau egal cu valoarea CUT OFF negativa trebuie
considerate negative.

» Toate esantioanele cu valori DO mai mici sau egale cu valorile pozitive CUT OFF vor fi
considerate pozitive.

Probele cu valori DO intre ambele limite trebuie considerate indoielnice. Pentru aceste probe se
recomanda o noud analiza dupa 3 saptamani.

EXEMPLE
Interpretari DO
* Control pozitiv (PC) 0.154
* Control negativ (NC) 1.750
* Proba 1 0.170
* Proba 2 1.684
Validarea testului
NC/PC=11.3>5
NC=1.750>1
Calcul CUT OFF
CUT OFF (-)=1.750 - (1.750 - 0.154) x 0.4 1 =1.111
CUT OFF (+)=1.750-[ (1.750 - 0.154) x 0.5 ] = 0.952
Interpretarea rezultatelor
Proba 1 » Pozitiv la anticorpii LEB

Proba 2 » Negativ la anticorpii LEB
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