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Contenido del kit

pigtype CSFV E™Ab (1) (5) (20)
N.° de catalogo PT272301 PT272303 PT272305*
Numero de placas 1 5 20

Test Plate (placa de prueba):

placa de microvaloracién con

96 pocillos, recubierta de 1 5 20
antigeno CSFV E™ no

infeccioso

Sample Diluent (diluyente de

. . 1de60ml 1de125ml 2 de 500 ml
muestras), listo para utilizar

Negative Control (control

. . o 1de1,5ml 1de35ml 2de3,5ml
negativo), listo para utilizar

Positive Control (control

o . . 1de1,5ml 1de3,5ml 2 de 3,5 ml
positivo), listo para utilizar

Wash Buffer (tampdn de

sl careERTads 10 1de125ml 3 de125ml 2 de 500 ml

Conjugate (conjugado), listo
para utilizar

TMB Substrate (sustrato
TMB), listo para utilizar

1de 12 mi 1 de 60 ml 1 de 240 ml

1de 12 ml 1 de 60 ml 1 de 240 ml

Stop Solution (solucién de

. . 1de 12 mi 1 de 60 ml 1 de 240 ml
parada), lista para utilizar

Manual 1 1 1

* disponible Unicamente a peticion

www.gentechbio.com - contacto@gentechbio.com
@ gentechbio® @gentechbio




INDICAL

BIOSCIENCE

Uso previsto

El pigtype CSFV E™ Ab es un doble antigeno ELISA para detectar
anticuerpos de la proteina E™ de Classical Swine Fever Virus en
muestras de suero y plasma porcinos (cerdos domésticos y jabalies).

Este kit esta autorizado por el Friedrich-Loeffler-Institut y ha sido
certificado conforme al articulo 11 (2) de la ley alemana de sanidad
animal (FLI-C 006) para su uso en Alemania en procedimientos de
diagnéstico veterinario.

Para uso exclusivo en el ambito veterinario.

Simbolos

Fabricante legal

Numero de lote

-
a
q

Fecha de caducidad

Limites de temperatura para almacenamiento
Manual

Numero de catalogo

Numero de material

VE Bl <

Para muestras porcinas
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Control de calidad

En cumplimiento del sistema de gestion de calidad con certificacion
ISO de INDICAL, cada lote del pigtype CSFV E™s Ab se analiza en
relaciéon con especificaciones predeterminadas para garantizar la
uniformidad de la calidad del producto.

Almacenamiento

Los componentes del kit para ensayo ELISA pigtype CSFV E™s Ab
deben almacenarse a una temperatura comprendida entre 2-8 °C

y permanecen estables hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta. El Wash Buffer (10x) y la Stop Solution pueden almacenarse
a temperatura ambiente (18-25 °C) para evitar la cristalizacion de
sales. Si el kit se suministra con tiras reactivas, almacene las que
sobren en la bolsa de aluminio con cierre junto con secante a una
temperatura de 2-8 °C hasta el préximo uso. Las tiras reactivas pueden
almacenarse durante 6 semanas como minimo después de abrir la
bolsita de las placas.

Informacién de seguridad

Cuando trabaje con productos quimicos, use siempre una bata de
laboratorio, guantes desechables y gafas de proteccion adecuados.
Para obtener mas informacion, consulte las hojas de datos sobre
seguridad (Safety Data Sheet, SDS) correspondientes. Puede
solicitarlas a su representante de ventas local o por correo electrénico
a compliance@indical.com.

A PRECAUCION: La Stop Solution contiene acido
sulfirico de 0,5 M.

Todos los residuos de muestras y los objetos que han estado en
contacto con las mismas deben descontaminarse o eliminarse como
material potencialmente infeccioso.
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Introduccion

El pigtype CSFV E™s Ab permite detectar de forma rapida y fiable
anticuerpos de la proteina E™s de Classical Swine Fever Virus (CSFV)
en muestras de suero y plasma porcinos.

CSFV pertenece al género Pestivirus de la familia Flaviviridae y
provoca una enfermedad grave y muy contagiosa en Suidae (como el
cerdo doméstico y el jabali). Por ello, la Classical Swine Fever (CSF)
tiene importancia mundial. Debido a que la CSF presenta sintomas
clinicos muy variables, es necesario contar con métodos de
diagndstico en el laboratorio para diagnosticar una infeccion.

Los animales infectados por el CSFV desarrollan anticuerpos a
diferentes antigenos, como por ejemplo las proteinas de la envoltura
virica Ems y E2. El pigtype CSFV E™ Ab es una solucién muy sensible y
especifica para detectar anticuerpos de la proteina E™ en muestras de
suero y plasma porcinos. Por lo tanto, el pigtype CSFV E™ Ab es
adecuado como prueba de deteccion de la CSF.

Los métodos seroldgicos normalizados no pueden diferenciar entre los
animales vacunados y los infectados de forma natural. La
diferenciacion entre los animales vacunados y los infectados de forma
natural por el CSFV (DIVA) es posible a partir de la inmunizacion con
vacunas marcadoras, que no provocan una respuesta inmunitaria a
CSFV especifica para la proteina E™s (por ejemplo, vacunas de
subunidad E2 o vacunas genotecnolégicas sin E™ de CSFV). Es este
caso, pigtype CSFV E™s Ab también se puede utilizar como prueba
discriminatoria complementaria fiable.

www.gentechbio.com - contacto@gentechbio.com
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Principio

El pigtype CSFV E™s Ab es un doble antigeno ELISA. La placa de
microvaloracién esta recubierta de antigeno genotecnologico de E™s de
CSFV. Durante la incubacién de la muestra, los anticuerpos de la
proteina E™ de CSFV se unen al antigeno inmovilizado. El material sin
unir se elimina mediante aclarado. Los anticuerpos que se han fijado al
antigeno se detectan mediante un conjugado con peroxidasa de
rabano (horseradish peroxidase, HRP). El conjugado sin unir se elimina
mediante aclarado. Al afiadir Substrate Solution se inicia una reaccién
colorimétrica que se detiene trascurridos 10 minutos. Si se detecta la
presencia de anticuerpos de la proteina E™ de CSFV en la muestra, se
genera un color azul que se vuelve amarillo después de afadir la Stop
Solution. La densidad 6ptica (DO) se mide mediante un
espectrofotometro a 450 nm. El valor de la DO se corresponde con la
concentracion de anticuerpos de la proteina E™ de CSFV en la
muestra.
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Equipo y reactivos que debe suministrar el
usuario

Cuando trabaje con productos quimicos, use siempre una bata de
laboratorio, guantes desechables y gafas de proteccion adecuados.
Para obtener mas informacion, consulte las hojas de datos sobre
seguridad (SDS) correspondientes, que puede solicitar al proveedor del
producto.

www.gentechbio.com - contacto@gentechbi
@ gentechbio @ @gentechbio

Vasos de precipitados

Cilindros de medicion

Pipetas (ajustables)

Pipetas multicanal (ajustables)

Aluminio o lamina adhesiva para cubrir la Test Plate

Opcional: dispositivo para el suministro y la aspiracion de Wash
Buffer

Lector de absorbancia de placa de microvaloracion
Tubos o placas para diluir las muestras

Agua destilada

o.com’
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Notas importantes

Precauciones generales

El usuario debe proceder siempre de acuerdo a las
siguientes recomendaciones:

¢ No exponga la TMB Substrate Solution a luz intensa o a la luz solar
durante la realizacion de la prueba.

e Evite que los componentes del kit para la prueba se contaminen o
mezclen con los componentes de otros lotes.

e No utilice los componentes del kit para la prueba si estan
caducados.

e El agua procedente de sistemas de intercambio ionico utilizada para
diluir el Wash Buffer (10x) puede interferir con el ensayo si no es lo
suficientemente pura. Utilice agua doblemente destilada o agua de
alta pureza (p. €j., Milli-Q®).

e A fin de obtener resultados exactos de la prueba, es imprescindible
utilizar material de cristal limpio y pipetear y aclarar con atencion,
asi como respetar de forma estricta los tiempos de incubacién
indicados durante la prueba.

Nota: Para obtener resultados fiables y evitar posibles reacciones no
especificas debidas al conjugado residual, asegurese de llenar cada
pocillo por completo con el Wash Buffer (aproximadamente 400 pl)
durante los pasos del lavado. Si es posible, utilice una lavadora ELISA
y la opcién del modo desbordamiento.

www.gentechbio.com - contacto@gentechbio.com
@ gentechbio @ @gentechbio




INDICAL

BIOSCIENCE

Protocolo: procedimiento de prueba ELISA

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Lea el apartado “Notas importantes”, en la pagina 10, antes de
comenzar.

e Es posible diluir las muestras de suero y plasma antes del analisis o
directamente en la Test Plate.

e Los controles se suministran listos para utilizar y no requieren
dilucién.

Antes de comenzar

o Permita que los reactivos se equilibren a temperatura ambiente
(18-25 °C) inmediatamente antes de utilizarlos. Si se han
precipitado cristales de sal en el Wash Buffer (10x), disuélvalos
agitando suavemente y aplicando calor.

¢ Diluya el Wash Buffer (10x) con agua destilada en una proporcion
de 1:10. Por ejemplo, para una sola Test Plate, diluya 50 ml de
Wash Buffer (10x) en 450 ml de agua destilada y mezcle.

e En caso necesario, es posible diluir las muestras de suero y plasma
antes del andlisis. Diluya las muestras de suero o plasma en
Sample Diluent en una proporcién de 1:10 (p. €j., diluya 25 ul de
muestra en 225 yl de Sample Diluent) y mezcle bien. Utilice tubos
de plastico o placas de microvaloracién sin recubrimiento para la
dilucién. Utilice puntas de pipetas nuevas para cada muestra.
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Protocolo: ELISA

Lea el apartado “Antes de comenzar”, en la pagina 11.

Procedimiento

1. Si utiliza muestras diluidas antes del analisis, vaya al paso 1a. Si
las muestras se deben diluir en la Test Plate, vaya al paso 1b.

1a. Pipetee 100 ul de cada uno de los Negative Control (por duplicado)
y de los Positive Control (por duplicado), asi como las muestras de
suero o plasma diluidas previamente en los pocillos de la Test
Plate. Continue en el paso 2.

Nota: Registre las posiciones de los controles y las muestras en un
protocolo de prueba. Cubra la Test Plate.

1b. Pipetee 100 pl de cada uno de los Negative Control (por duplicado)
y de los Positive Control (por duplicado) en los pocillos de la Test
Plate. Dispense 90 pl de Sample Diluent en cada pocillo con
muestra de la Test Plate y afiada 10 pl de muestra de suero o
plasma sin diluir. Mezcle bien. Continde en el paso 2.

Nota: Registre las posiciones de los controles y las muestras en un
protocolo de prueba. El procedimiento de mezcla puede realizarse
con un agitador de placas o pipeteando el liquido arriba y abajo
varias veces. Cubra la Test Plate.

2. Incube durante 60 min a 37 °C.

3. Retire la solucion de los pocillos mediante aspiracién o golpecitos
suaves.

4. Aclare cada pocillo 3 veces con 400 uyl de Wash Buffer
preparado (1x). Retire el tampdn después de cada aclarado
mediante aspiracion o golpecitos suaves.

Nota: Si es posible, utilice una lavadora ELISA y la opcién del
modo desbordamiento.
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5. Pipetee 100 ul de Conjugate listo para utilizar en cada pocillo e
incube durante 60 minutos a 37 °C.

6. Retire la solucion de los pocillos mediante aspiracién o golpecitos
suaves.

7. Aclare cada pocillo 3 veces con 400 ul de Wash Buffer
preparado (1x). Retire el tampon después de cada aclarado
mediante aspiracion o golpecitos suaves.

Nota: Si es posible, utilice una lavadora ELISA y la opcion del
modo desbordamiento.

8. Pipetee 100 ul de TMB Substrate Solution en cada pocillo.

9. Incube durante 10 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Comience a medir el tiempo después de llenar el primer
pocillo.

10. Detenga la reaccién afiadiendo 100 pl de Stop Solution a cada
pocillo. Afiada la Stop Solution en el mismo orden en que se afiadié
la Substrate Solution.

11. Mida la DO en el lector de placas a 450 nm en un periodo de
20 minutos tras la parada de la reaccion.

La medicién a una longitud de onda de referencia (620-650 nm) es
opcional.
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Interpretaciéon de los datos

Criterios de validacion
Los resultados seran validos si se cumplen los criterios
siguientes:

e El valor medio (VM) de la DO medida para el Positive Control (PC)
debe ser=0,7.

e Elvalor medio (VM) de la DO medida para el Negative Control (NC)
debe ser<0,3.

En el caso de obtener ensayos no validos, repita la prueba después de
leer detenidamente las instrucciones de uso.

Calculo

Calcule el VM de la DO medida para el Negative Control (NC) y el
Positive Control (PC).

El cociente (M/P) de la DO de la muestra con respecto a la DO media
del Positive Control se calcula de acuerdo con la ecuacion siguiente:

DOmuestra - VM DONC
VM DOpc — VM DOnc

M/P =
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Interpretacion de los resultados

o Las muestras con un cociente M/P < 0,3 se consideran negativas.
No se han podido detectar anticuerpos de E™ de CSFV.

o Las muestras con un cociente M/P 20,3 y < 0,5 se consideran
sospechosas.
Deben volver a analizarse las muestras con resultados
sospechosos.

e Las muestras con un cociente M/P 2 0,5 se consideran positivas.
Se han detectado anticuerpos de E™ de CSFV.

Recomendacién: Con el fin de valorar los resultados sospechosos,
moderadamente positivos o positivos dudosos, las muestras deben
tratarse con calor (30 min a 56 °C) antes de volver a analizarlas. En
caso de volver a obtener resultados sospechosos que no se puedan
esclarecer mediante otros métodos serolégicos, recomendamos
analizar al rebafo en busca de virus en circulacion a partir de métodos
moleculares, como por ejemplo el virotype CSFV RT-PCR Kit. Al
utilizar una vacuna marcadora elaborada con microbios vivos, las
técnicas moleculares que son especificas de la cepa pueden ser
adecuadas para detectar el CSFV.

INDICAL ofrece una amplia gama de kits para ELISA asi como kits para
PCR en tiempo real y RT-PCR en tiempo real para la deteccion de
patégenos de animales.

Visite www.indical.com para obtener mas informacién sobre productos
bactotype, cador, cattletype, flocktype, pigtype y virotype.

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de
responsabilidad especificas del producto, consulte el manual o el
manual del usuario del kit de INDICAL correspondiente.
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Acuerdo de licencia limitada para el pigtype CSFV E™ Ab

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacion de los
siguientes términos:

1. El producto debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este
manual, asi como con los componentes contenidos en el kit. INDICAL no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus
propiedades intelectuales para incorporar o utilizar los componentes contenidos en este kit con componentes no incluidos
en el mismo, excepto seglin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, en este manual y en los
protocolos adicionales disponibles en www.indical.com. Algunos de estos protocolos adicionales los han proporcionado
usuarios de INDICAL para usuarios de INDICAL. INDICAL no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad.
Por ello, INDICAL no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos de terceros.

2. Aparte de las licencias expresamente especificadas, INDICAL no garantiza que este kit y su uso no infrinjan
los derechos de terceros.

3. Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

4. INDICAL niega especificamente cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente
especificadas.

5. El comprador y el usuario del kit aceptan no llevar a cabo ni permitir que otros lleven a cabo medidas que puedan
conducir a acciones prohibidas en las especificaciones anteriores o que puedan facilitarlas. INDICAL se reserva el
derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el cumplimiento de las prohibiciones especificadas
en este Acuerdo de licencia limitada y recuperara todos los gastos derivados de la investigacion y de los gastos judiciales,
incluidos los costes procesales, en cualquier accion emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o
cualquier otro derecho de propiedad intelectual en relacién con este kit o con sus componentes.

Para obtener los términos actualizados de la licencia, visite www.indical.com.

Marcas comerciales: bactotype®, cador®, cattletype®, flocktype®, pigtype®, virotype® (INDICAL BIOSCIENCE GmbH);
Milli-Q® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Los nombres registrados, las marcas comerciales, etc. utilizados en este
documento, incluso cuando no aparecen marcados como tales, estan protegidos por la legislacion.

HB-1933-005 © 2018 INDICAL BIOSCIENCE GmbH, todos los derechos reservados.

indice de cambios

Manual Version Cambio

HB-1933-005 Mayo 2018 Disefio de INDICAL
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Guia rapida para el pigtype CSFV E™ Ab

Diluciéon de la muestra:

Suero, plasma 1:10; mezclar bien

Paso

1. Muestra 100 pl/ pocillo
2. Incubacién 60 mina 37 °C
3. Lavado 3 x 400 pl*
4. Conjugado 100 pl/ pocillo
5. Incubacién 60 min a 37 °C
6. Lavado 3 x 400 pl*
7. TMB 100 pl/ pocillo
8. Incubacién 10 min a temp. ambiente
9. Parada 100 pl/ pocillo
10. Lectura 450 nm

* Si es posible, utilice una lavadora ELISA y la opcién del modo desbordamiento.

Interpretacion de los datos

Negativa Existe sospecha Positiva

M/P <0,3 0,3=<M/P<0,5 M/P 20,5
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