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Espanol

VETLIS®

Brucella iELISA Ovinos

Presentaciones / Componentes

Componentes

Descripcién

15-VLO4-2P
Presentacion 2 placas

15-VLO4-5P

Presentacion 5 placas

Microplaca de
analisis

Microplacas de 96 pocillos (12 strips
x 8 pocillos con marco) recubiertas
con antigeno, selladas y almacena-
das en seco

2 microplacas
(192 determinaciones)

5 microplacas
(480 determinaciones)

(c. s p. 12 litros)

Conjugado 10X 1gG | Concentrado 10X (anticuerpos Tx24ml Txeml
anti-IgG ovina conjugados con
peroxidasa de rabano)
Solucion sustra- Lista para usar [3,3'5,5Tetrametil- I1x25ml 1x60 ml
to-cromégeno bencidina en solucién de sustrato
con perdxido de hidrogeno (H,0,)]
— CONSERVAR EN OSCURIDAD
Solucion de fre- Lista para usar (contiene acido Tx25ml 1x60 ml
nado clorhidrico 1%) - CORROSIVO
Solucién delavado | Concentrada 10X 1x120 ml, 10X 1x120,1x 60 ml, 10X

(c. s p.18litros)

[Timerosal (C;H,HgNa0,S) 0,01%]

Diluyente de Para reconstituir- CONTIENE 2x120ml 4 x120 ml
muestra CONSERVANTE [Timerosal (C,H,H-
gNa0,$) 0,01%]
Control positivo Suero - CONTIENE CONSERVANTE | 1x0,1ml 1x02ml
[Timerosal (C;H,HgNa0,S) 0,01%]
Control negativo Suero - CONTIENE CONSERVANTE | 1x0,1ml Tx02ml

Bolsa de polietileno

Con cierre hermético. Reutilizable,

Manual de instrucciones




Nombre y aplicacion

VETLIS®
Brucella iELISA Ovinos

Kit de ELISA indirecto para la deteccidon
de anticuerpos anti Brucella ovis en
muestras de suero de ovinos.

El kit VETLIS® Brucella iELISA Ovinos es
un kit de ELISA (Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay) indirecto para la detec-
cion de anticuerpos especificos contra el
lipopolisacarido rugoso (LPSr) de Bruce-
lla ovis en muestras de suero. Gracias a la
incorporacion de la exclusiva tecnologia
Pure-R, el kit posee un excelente desem-
peno diagnoéstico. VETLIS® Brucella iE-
LISA Ovinos puede usarse como test de
screening (tamizaje) y/o confirmatorio.

Introduccion

Brucella ovis es el agente causal de la
"Epididimitis Ovina"; esta es una enfer-
medad infecciosa transmisible que afec-
ta Unicamente a ovinos. En el ganado
ovino la enfermedad se presenta en for-
ma clinica o subclinica y se caracteriza
por lesiones genitales en los carneros y
placentitis en las ovejas. Por consiguien-
te, Ias consecuencias principales de Ia
enfermedad son una disminucion de la
fertilidad en los carneros, abortos en las
ovejas (poco frecuente), y un incremento
de la mortalidad perinatal.

En particular, el control de la epididimi-
tis ovina depende exclusivamente de Ia
deteccion y sacrificio de los animales
infectados. El diagnéstico confirmatorio
de brucelosis se realiza en forma directa
mediante el aislamiento del microorga-
nismo a partir de muestras de semen o
tejidos de los carneros, o flujos vagina-
les y leche de las ovejas. Sin embargo, el
crecimiento lento de Brucella a partir de
cultivos primarios (hasta 7 dias), el riesgo
involucrado en su manejo y la baja sen-
sibilidad del aislamiento bacteriolégico
determinan que el diagnoéstico basado

exclusivamente en el aislamiento de Bru-
cella no siempre sea factible y eficaz.
Por estos motivos, el diagnoéstico de la-
boratorio de la enfermedad se basa prin-
cipalmente en el diagnostico serolégico
mediante la deteccion de anticuerpos
especificos contra el agente infeccioso
en muestras de suero.

Principio de la técnica

El kit VETLIS® Brucella iELISA Ovinos
es un enzimoinmunoensayo indirecto
en fase solida basado en la deteccidn
de anticuerpos del isotipo IgG dirigidos
contra el LPSr de Brucella ovis. En este
ensayo, 1as muestras de suero ovino son
expuestas a pocillos recubiertos con el
LPSr de Brucella ovis (purificado median-
te 13 exclusiva tecnologia Pure-R). Si la
muestra contiene anticuerpos anti-LPSr,
estos se unen al antigeno inmovilizado
en el pocillo. Al afadir el conjugado de
peroxidasa de rabano (HRP), se forma
un complejo con los anticuerpos an-
ti-LPSr unidos al pocillo. EI material libre
es eliminado mediante lavados antes de
agregar la solucién sustrato-cromogeno.
El color azul que aparece es el producto
de la reaccion del sustrato-cromogeno
con el conjugado en aquellas muestras
que resulten positivas. La intensidad del
color es directamente proporcional a la
cantidad de anticuerpos presentes en |a
muestra que reaccionan con el antigeno.
Cuanto mas anticuerpos presentes en |a
muestra, mas intenso es el desarrollo de
color en los pocillos de ensayo. La reac-
cion se detiene mediante el agregado de
la solucién de frenado y se observa un
cambio de color al amarillo. La lectura
de los resultados se realiza en un espec-
trofotdmetro de microplacas midiendo Ia
absorbancia (Abs) 3 450 nm.

Almacenamiento y vencimiento
-Conservacion: entre 2 y 8°C.

-Temperatura de transporte: 4 a 15°C
hasta 72 horas. La conservacion correc-
ta de todos los componentes del kit per-




mitird el uso del mismo hasta la fecha
de caducidad.

Periodo de vida Util: 12 meses. No utili-
zar componentes de diferentes lotes o
después de la fecha de vencimiento.

Materiales necesarios que no se su-
ministran

-Pipeta multicanal y micropipetas (10,
100 y 1000 pl) de alta precision.
-Contenedores para pipeta multicanal.
-Puntas de pipetas desechables.

-Lector de microplacas capaz de medir Ia
absorbancia (Abs) a 450 nm.

-Agitador orbital.

-Cronometro.

-Tubos para la dilucion de los controles y
muestras.

-Recipiente/probeta para preparacion de
solucion de lavado.

-Agua destilada (Tipo Il) o ultrapura (Tipo
D.

-Cobertor para microplacas (tapa, papel
aluminio o film adhesivo).

Precauciones de uso

1. Leer atentamente y seguir todas las
instrucciones de uso ajustandose estric-
tamente al procedimiento detallado en
el manual de instrucciones incluido en
el kit.

2. Conservar el kit y todos sus compo-
nentes a 2-8°C.

3. Antes de usar dejar que todos los com-
ponentes del kit alcancen la temperatura
ambiente (20-25°C), y colocar nueva-
mente a 2-8°C después de su uso.

4. Manipular todos los reactivos siguien-
do la Buenas Practicas de Laboratorio.

5. Las muestras de suero, como asi tam-
bién los controles positivo y negativo,
deben considerarse potencialmente
infecciosas vy, por lo tanto, estas y los
componentes del kit que las contactan
deben manipularse con guantes y des-
cartarse como residuo patolodgico segun
normativa legal vigente. La Solucion de
frenado contiene acido clorhidrico (co-

rrosivo). Su contacto con |a piel genera
irritacion y debe manipularse con guan-
tes. El resto de los componentes del kit
no representan ningln riesgo potencial
para la salud y el medio ambiente.

6. No usar el kit pasada la fecha de ca-
ducidad o si los componentes no fueron
conservados en las condiciones indica-
das arriba.

7. No mezclar componentes o manuales
de instrucciones de kits de distintos lo-
tes.

8. Manipule los componentes del kit con
cuidado para evitar la contaminacion de
los mismos.

9. Si se reutilizan los contenedores para
pipeta multicanal, los mismos deben ser
lavados de forma exhaustiva con agua de
alta calidad e identificados para ser reu-
tilizados con las misma solucion.

10. Usar puntas de pipetas distintas para
cada reactivo y para cada muestra.

11. Incluir los controles positivo y negati-
vo, y el blanco de muestra al menos por
duplicado en cada serie de analisis.

12. Parala reconstitucion de los reactivos
usar solamente agua destilada (Tipo Il) o
ultrapura (Tipo 1),

Preparacién de los reactivos
a. Solucion de lavado 1X

Llevar la Solucion de lavado concentrada
10X a temperatura ambiente (20- 25°C) y
agitar muy bien para garantizar la com-
pleta disolucion de posibles precipita-
dos.

La Solucion de lavado concentrada 10X
debe diluirse 1/10 con agua destilada
(Tipo I1) o ultrapura (Tipo I); por ejemplo,
agregando 30 ml de Solucién de lavado
10X a 270 ml de agua (cantidad suficien-
te de Solucion de lavado 1X para proce-
sar una microplaca: 9 ml para diluir el
conjugado IgG 10X, 120 ml para recons-
tituir el diluyente de muestra y el resto
para los lavados). Mezclar muy bien an-
tes de usar. Una vez preparada, la Solu-
cion de lavado 1X se puede conservar a



2-8°C durante 7 dias.

Se recomienda preparar C.s.p. procesar
las placas del dia.

b. Conjugado

-Diluir 1710 utilizando la Solucién de lava-
do 1X. Por ejemplo, para procesar la placa
completa agregar 9 ml de la Solucion de
lavado 1X y 1 ml del Conjugado 10X IgG.
Homogeneizar muy bien.

Importante:

-diluir el conjugado solo inmediatamente
antes de usarlo.

-preparar sblo el volimen de conjugado
suficiente para procesar el niUmero de
pocillos requerido.

-la solucion de conjugado diluida sobran-
te se debe descartar.

c. Diluyente de muestra

Reconstituir el Diluyente de muestra
agregando la Soluciéon de lavado 1X pre-
parada previamente hasta el nivel indica-
do en el frasco correspondiente (aproxi-
madamente 120 ml) y mezclar muy bien
hasta lograr una completa disolucion.
Preparar inmediatamente antes de usar.

El Diluyente de muestra remanente se
puede conservar en el refrigerador (2 a
8°C) hasta 3 meses 0 a -20°C durante un
ano. Antes de usar, descongelar total-
mente, llevar a temperatura ambiente y
mezclar muy bien hasta completa diso-
lucion.

Preparacion de los controles

a. Control positivo (CP) y control negati-
vo (CN)

Los controles CP y CN deben diluirse
1:200 utilizando el Diluyente de muestra.

En un tubo tipo eppendorf agregar por
ejemplo 4 pl del control correspondiente
a 800 pl del Diluyente de muestra (dilu-
cion 1:200) y mezclar bien. Usar 100 pl
de cada control diluido por pocillo.

Nota: los controles se deben analizar al menos
por duplicado.

b. Blanco de muestra (BM)

En cada placa se debe agregar un BM
constituido por el Diluyente de muestra.
Dispensar directamente y por duplicado
100 pl por pocillo del Diluyente de mues-
tra.

Preparacién de las muestras

Las muestras de suero deben diluirse
1:200 utilizando el Diluyente de muestra.

En un tubo tipo Eppendorf agregar por
ejemplo 4 pl de suero a 800 pl del Di-
luyente de muestra (dilucion 1:200) vy
mezclar bien. Usar 100 pl de la nuestra
diluida por pocillo.

Notas:

-Pueden analizarse sueros frescos, refrige-
rados o congelados, libres de turbidez. Las
muestras se pueden guardar en heladera du-
rante 1 6 2 dias. Para una conservacion mas
prolongada, se deben almacenar a -20°C y, en
estos casos, las muestras se deben desconge-
lar totalmente, Illevar a temperatura ambiente
y homogeneizar antes de realizar el analisis.
-Las muestras de suero se pueden analizar en
un solo pocillo. Sin embargo, se recomienda
analizar las muestras al menos por duplicado.
-Las muestras contaminadas y/o en mal esta-
do pueden producir resultados erroneos.

Procedimiento del ensayo

1. Dejar que los reactivos alcancen la
temperatura ambiente (20-25°C). No re-
tirar la placa se su envoltorio hasta que
la misma haya alcanzado la temperatura
ambiente. Si no se utiliza toda la placa,
separar Unicamente los strips de 8 poci-
llos necesarios para analizar los contro-
les y las muestras. Guardar el resto de
los strips, junto con los desecantes, en I3
bolsa de aluminio original (cerrar el lado
abierto con un par de dobleces y cinta) y
colocarla en la bolsa de polietileno con
cierre hermético tipo ziplock incluida en
el kit y volver a almacenar en el refrigera-
dor (2-8°C).

Nota: una vez abierto el envoltorio original de



|3 placa, los strips se pueden conservar en 13
bolsa de polietileno hematicamente cerrada y
en el refrigerador (2-8°C) hasta 90 dias.

2. Agregar por duplicado 100 pl por poci-
Ilo del control positivo, control negativoy
blanco de muestra. Ver item-Preparacion
de los controles.

3. Agregar 100 pl por pocillo de cada
muestra de suero. Ver item-Preparacion
de las muestras.

4. Cubrir la placa e incubar a tempera-
tura ambiente (20-25°C) con agitacion
orbital suave durante 1 hora.

5. Lavar 4 veces con 200 pl de Solucion
de lavado 1X por pocillo. Ver item Prepa-
racion de reactivos.

Nota: retirar el liquido completamente des-
pués de cada lavado por volcado y golpeando
la placa sobre material absorbente o aspira-
cién con pipeta. Evitar que las placas se se-
quen entre los lavados y antes de agregar el

reactivo siguiente.

6. Agregar 100 pl del Conjugado a cada
pocillo. Ver item-Preparacion del conju-
gado. Cubrir la placa e incubar a tempe-
ratura ambiente (20-25°C) con agitacion
orbital suave durante 1 hora.

7. Repetir el paso 5.

8. Agregar 100 pl de Solucion sustra-
to-cromégeno en cada pocillo e incu-
bar con agitacion orbital suave durante
10 minutos (£1 minuto) a temperatura
ambiente (20-25°C) y en oscuridad (por
ejemplo, cubrir Ia placa con papel alumi-
nio). Comenzar a contar el tiempo luego
de llenar el primer pocillo.

9. Detener la reaccion agregando 100 pl
de Solucion de frenado en cada pocillo
y mezclar cuidadosamente aplicando li-
geros golpes en los bordes de Ia placa.
La Solucion de frenado debe agregarse
en el mismo orden y velocidad que la So-
lucion sustrato-cromoégeno (ver paso 8).

10. Medir la absorbancia a 450 nm uti-
lizando un espectrofotémetro de placas.
No es necesario realizar una lectura de
blanco. Realizar la lectura dentro de los
15 minutos después de haber agregado
la solucion de frenado.

Nota: muestras con altos valores de reactivi-
dad pueden dar lugar a la aparicion de un pre-
cipitado del color negro debido a la precipita-
cién del sustrato.

Importante: respetar los tiempos de in-
cubacion.

Calculos

Expresion de los resultados

Los resultados se expresan como por-
centaje de reactividad (PR) con respecto
al control positivo (CP) incluido en cada
ensayo (PR, = 100%). Los valores de ab-
sorbancia medidos a 450 nm (Abs,, ) de
cada muestra se relacionan con el valor
de Abs,., del CP de Ia siguiente forma:

Abs,,, Muestra*
PRN\uestra Ittt x 100
Promedio Abs,., CP

* Abs,., promedio en caso de procesar las
muestras por duplicado.

Criterios de validez de la prueba

Para confirmar la validez del ensayo de-
ben cumplirse los siguientes criterios:

* El valor del promedio de Abs,,, del CP
debe ser mayor a 1,4 (Promedio Abs,_, CP

> 1,4).

* Los valores de Abs,, de los duplicados
de los controles (CPy CN) y las muestras
no deben diferir en mas del 20% con res-
pecto al promedio del duplicado.

* Los valores de Abs,, del Blanco de
muestra (BM) deben ser inferiores a 0,11

(Abs,., BM < 0,11).

* El valor promedio de la Abs,., del CN
debe ser menor a 0,15 (Promedio Abs,,
CN < 0,15).

* La relacion Promedio Abs,., CP / Pro-
medio Abs,., CN debe ser mayor a 9,3
(Promedio Abs,,, CP / Promedio Abs,,

CN > 9,3).

Sino se cumple alguno de estos criterios,
la prueba no se puede considerar valida.




En este caso la prueba debe repetirse
ajustandose estrictamente al procedi-
miento detallado en el manual de ins-
trucciones incluido en el kit.

Interpretaciéon de los resultados
Los resultados de las muestras deben in-
terpretarse de la siguiente manera:

Suero (dilucién 1:200)

PR Interpretacion
<50% No Reactivo
>50<55% Indeterminado

>55% Reactivo

En caso de obtener un resultado “Inde-
terminado” |a prueba se debe repetir
con la misma muestra. Si el resultado es
todavia indeterminado, se recomienda
ensayar una segunda muestra obtenida
después de un periodo de, por o menos,
3 semanas. Si con la nueva muestra se
obtiene nuevamente un resultado in-
determinado, deberia contemplarse lIa
situacion epidemiolégica y analizar la
muestra con otra técnica si esto fuera
posible.

Para facilitar los calculos, la evaluacion
de los criterios de validez y la interpre-
tacion de los resultados de la pruebs,
se encuentra disponible una planilla de
calculos en la pagina web de Ia empresa
(https://www.chemtest.net/elisa-ovinos.
php 6 escanear el codigo QR que se en-
cuetra en al tapa de este manual) o so-
licitarla via email a info@chemtest.net.
Importante: verificar siempre que el nu-
mero de version del manual de instruc-
ciones provisto en el kit coincida con la
version de la planilla de calculos.

Sensibilidad y especificidad diagnosti-
ca

Para determinar la sensibilidad (Se) y es-
pecificidad (Sp) diagnostica del ensayo,
se analizaron mas de 350 muestras de
suero obtenidas de animales infectados

(muestras positivas) como asi también
de animales provenientes de establec-
imientos libres de brucelosis (muestras
negativas).

A partir de los resultados obtenidos con
estas muestras se realizd un analisis por
curvas ROC. Este analisis permitié de-
terminar el valor de corte que maximiza
simultdneamente la Se y Sp (35%), para
el cual la Se es 100%, y el punto de corte
para alcanzar una Sp del 100% (45%) (ver
Tabla 1).

Tabla 1

Sensibilidad, especificidad e indice de
Youden del ensayo para distintos valores
de corte.

Valor de
Se (%P Sp (%P ¥
corte (PRy ) p (%)
100 96
>50 ©35-100) | ©@15-987 | 9%
91 100
>55 797-966) | ©76-100) | 7'

(3) PR, porcentaje de reactividad.

(b) Se, sensibilidad (TP/TP+FN) x100; Sp, es-
pecificidad (TN/TN+FP) x100. Los valores en-
tre paréntesis indican el intervalo de 95% de
confianza. TP, positivo verdadero; TN, negativo
verdadero; FP, falso positivo; FN, false negati-
vO.

(c) J, indice de Youden (Se+Sp-1).

Advertencias

Mantener fuera del alcance de los nifos
y animales domeésticos. Centro Nacional
de Intoxicaciones: Tel. 0800-333-0160.

SENASA

-Certificado de uso y comercializacion
N°20-024

-Estab. Elaborador N° 8675

Para asistencia técnica

Tel: (+54) 9-11-5353-6066
info@chemtest.net
chemtest.net
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VETLIS®

Brucella iELISA Ovines

Presentations / Components

Components Description 15-VLO4-2P 15-VLO4-5P
2 microplates 5 microplates
Microplate 96-well microtitre plate (12 x 8 2 microplates 5 microplates
strip wells with strip holder) coated | (192 tests) (480 tests)
with the antigen, sealed and stored
indry
Conjugate 10X1gG | 10X concentrated (horseradish Tx24ml Txeml
peroxidase conjugated anti-ovine
IgG antibodies)
Substrate-chromo- | Ready to use [3,3'5,5 Tetramethyl- Tx25ml 1x 60 ml
gen solution bencidine (H,0,)] - STORE IN THE
DARK
Stop solution Ready to use (contains HCI 1%) - 1x25ml 1x60ml
CORROSIVE
Wash solution 10X concentrate 1x120 ml, 10X 1x120,1x 60 ml, 10X

(c. s p. 12 litros)

(c. s p.1.8litros)

Sample diluent To reconstitute - CONTAINS PRE- 2x120ml 4 x120 ml
SERVATIVE [Thimerosal (C,H,Hg-
Na0,S) 0.01%]

Positive control Serum - CONTAINS PRESERVATIVE | 1x 0.1 ml 1x0.2ml
[Thimerosal (C,H,HgNa0,S) 0.01%]

Negative control Serum - CONTAINS PRESERVATIVE | 1x0.1ml 1x0.2ml

[Thimerosal (C,H,HgNa0,S) 0.01%]

Polyethylene bag

With ziplock and reusable

Instruction manual




Name and application

VETLIS®
Brucella iELISA Ovine

Indirect ELISA kit for the detection of
anti Brucella ovis antibodies in ovine
serum.

The kit VETLIS® Brucella iELISA Ovine is
an ELISA (Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay) kit for the indirect detection
of specific antibodies against the rough
lipopolysaccharide (rLPS) of Brucella
ovis in ovine serum. Thanks to its exclu-
sive Pure-R technology, the kit has an ex-
cellent diagnostic performance. VETLIS®
Brucella iELISA Ovinos can be used as a
screening and/or a confirmatory test.

Introduction

Brucella ovis is the causative agent of
‘Ovine Epididymitis”, a transmissible in-
fectious disease that affects only sheep.
In ovine the disease occurs clinically or
subclinically and is characterized by
genital lesions in males and placentitis
in females. Therefore, the main conse-
quences of the disease are a decrease
fertility in rams, abortions in sheep
(rare) and increase perinatal mortality.
In particular, the control of ovine epididy
mitis depends exclusively on the detec-
tion and killing of infected animals. The
confirmatory diagnosis of brucellosis is
made directly by isolating the microor-
ganism from samples of semen or tis-
sues of the rams, or vaginal fluids and
milk from the sheep. However, the slow
growth of Brucella from primary cultures
(up to 7 days), the risk involved in its
management and the low sensitivity of
the bacteriological isolation determine
that the diagnosis based exclusively on
the isolation of Brucella is not always
feasible and effective. For these reasons,
the laboratory diagnosis of the disease
is based mainly on serological diagnosis
by detecting specific antibodies against
the infectious agent in serum samples.

Principles of the technique

VETLIS® Brucella ELISA Ovine kit is a
solid phase enzyme immunoassay for
the detection of IgG specific antibodies
against the rough lipopolysaccharide
(rLPS) of Brucella ovis in serum samples.
In this assay the antibodies present in
the sample react with the LPSr (purified
by the exclusive technology Pure-R) that
coat the wells. If the sample contains an-
tibodies against B. ovis LPSr, they bind
to the well. Upon addition of the horse-
radish peroxidase (HRP) conjugated
antibody, a complex is formed with the
IgG antibodies attached to the antigen.
Free antibodies are removed by washing
before adding the substrate-chromogen
solution. The blue color that appears is
the product of the reaction of the sub-
strate-chromogen with the conjugate
and color intensity is directly proportion-
al to the amount of antibodies present in
the sample reacting with the antigens.
The higher the antibody titer present in
the sample, the more intense color de-
velops in the test wells. Adding the stop
solution, upon which a color change to
yellow is observed, stops the reaction.
The results are measured in a microplate
spectrophotometer determining the ab-
sorbance (Abs) at 450 nm.

Storage and expiration
Store: between 2 and 8°C.

Transport temperature: 4 to 15°C for 72
hours. Proper storage of the kit and all

reagents will allow the use until the ex-
piration date.

Expiration: 12 months. Do not use re-
agents from different lots or after the
expiration date.

Materials needed but not provided

-High precision multichannel pipette and
micropipettes (10, 100 and 1000 pl).
-Containers for multichannel pipette.
-Disposable pipette tips.

-Microplate reader for absorbance deter-
mination at 450 nm.
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-Orbital rotator.

-Timer.

-Tubes for the dilutions of the controls
and samples.

-Container/graduated cylinder for the
preparation of the wash solution.
-Distilled (Type Il) or ultrapure (Type I)
water.

-Microplate covers (lid, aluminium foil or
adhesive).

Precautions

1. Carefully read and strictly follow all
instructions detailed in the Instruction
manual included in the Kit.

2. Store the kit and all reagents at 2-8 °C.

3. All reagents should equilibrate at room
temperature (20-25°C) before use, and
return to 2-8 °C following use.

4. Handle all materials and reagents ac-
cording to the Good Laboratory Practic-
es.

5. Serum and milk samples, as well as
positive and negative controls, should
be considered potentially infectious and,
therefore, the kit components that con-
tact them should be handled with gloves
and disposed as pathological waste ac-
cording to legal regulations. The stop
solution contains hydrochloric acid (cor-
rosive). Skin contact generates irritation
and should be handled with gloves. The
rest of the kit components does not rep-
resent any potential risk for health and
the environment.

6. Do not use the kit beyond expiration
date or if the kit components were not
kept in the conditions indicated above.

7.D0 not mix components or instruction
manuals from different test kits batches.

8. Care should be taken to avoid contam-
ination of kit components.

S.If multichannel pipette containers are
reused, they should be washed thor-
oughly with high quality water for reuse
and identified to be used with the same
solution.

10.Use different pipettes tips for each re-

agent and for each sample.

11. Include positive and negative con-
trols, and the target sample in duplicate
in each test.

12. For reconstitution of the reagents
use only distilled (Type Il) or ultrapure
(Type I) water.

Reagents preparation
a. Wash solution 1X

The 10X concentrated Wash solution
should be brought to room temperature
(20-25°C) and mixed to ensure dissolu-
tion of any precipitated salts.

The 10X concentrated Wash solution
must be diluted 1/10 with distilled (Type
I) or ultrapure (Type I) water; for exam-
ple, adding 30 ml of 10X Wash solution
to 270 ml of water (sufficient quantity
of Wash solution 1X to process one mi-
croplate: 9 ml to dilut the IgG 10X con-
cetrated conjugate, 120 ml to reconsti-
tute the Sample diluent and the rest for
the washes). Mix very well before using.
Once prepared, the 1X Wash solution can
be stored at 2-8 ° C for up to 7 days.

It is recommended to prepare sufficent
quantity to process the plates of the day.

b. Conjugate

Dilute 1/10 using the 1X Wash Solution.
For example, to process the entire plate
add 9 ml of the 1X Wash Solution and 1
ml of the 10X IgG conjugate. Homoge-
nize very well.

Important:

-dilute the conjugate only immediately
before use.

-only prepare enough volume of diluted
conjugate to process the required num-
ber of wells.

-the remaining solution of the diluted
conjugate should be discarded.

c. Sample diluent
Reconstitute the Sample diluent by add-




ing the 17X Wash solution previously pre-
pared (see previous item) up to the level
indicated in the corresponding bottle
(approximately 120 ml) and mix very well.
Prepare immediately before use.

The remaining Sample diluent can be
stored in the refrigerator (2 to 8°C) up to
3 months or at -20°C for a year. Thaw it
completely, bring to room temperature
and mix very well until complete dissolu-
tion before using.

Preparation of controls
a. Positive and negative controls

Controls should be diluted 1:200 using
the Sample diluent.

In an Eppendor-type tube add fo exam-
ple 4 pl of the corresponding control to
800 pl of the Sample diluent (dilution
1:200) and mix well. Use 100 pl of each
diluted control per well.

Note: controls should be analyzed at least in
duplicate.

b. Sample blank (SB)
On each plate a SB consisting of Sample
diluent should be added. Dispense di-
rectly and in duplicate 100 pl per well of
the Sample diluent.

Sample preparation

Serum samples should be diluted 1:.200
using the Sample diluent.

In an Eppendor-type tube add for exmple
4 pl of serum to 800 pl of Sample diluent
(dilution 1:200) and mix well. Use 100 pl
of the diluted sample per well.

Notes:

-Fresh, chilled or frozen serum samples, free
of turbidity, can be analyzed. Samples can be
stored in a refrigerator for 1 or 2 days. For lon-
ger periods store at -20°C and, in these cases,
the samples should be completely thawed,
bringing them to room temperature, and ho-
mogenized before performing the analysis.

-It is recommended to analyze the samples at
least in duplicate.

-Samples contaminated and/or not well con-
served may produce erroneous results.

Test procedure

1. Allow the reagents equilibrate to room
temperature (20-25°C). Do not remove
the plate from its pouch until it has
reached room temperature. If the entire
plate is not used, separate only the 8-well
strips needed to analyze the controls and
samples. Store the rest of the strips, along
with the desiccants, in the original foil bag
(seal the open side with a couple of folds
and adhesive tape) and place it in the zip-
lock-type polythene bag included in the kit
and store in the refrigerator (2-8°C).

Note: once the original packaging of the plate

has been opened, the strips can be kept in the
closed polyethylene bag and in the refrigera-

tor (2-8 °C) up to 90 days.

2. Add 100 pl per well and in duplicate
the positive and negative controls and
the sample blank. See ltem Preparation
of controls.

3. Add 100 pl per well of each sample.
See Item Sample preparation.

Note: samples can be processed in a single
well or in duplicate. However, to obtain more
reliable results it is recommended to run sam-
ples at least in duplicates.

4. Cover the plate and incubate at room
temperature (20-25°C) with gentle orbit-
al shaking for 1 hour.

5. Wash/rinse the plates 4 times with
200 pl of TX Wash Solution per well. See
item Reagents preparation.

Note: remove the liquid completely after each
washing by dump and tapping onto absorbent
material or aspiration with pipette. Avoid plate
drying between plate washings and before
adding the next reagent.

6. Add 100 pl of Conjugate to each well.
See item Preparation of the conjugate.
Cover the plate and incubate at room
temperature (20-25°C) with gentle orbit-
al shaking for 1 hour.

7. Repeat step 5.

8. Add 100 pl of Substrate-chromogen
solution to each well, and incubated with
gentle orbital shaking for 10 minutes (£ 1
min) at room temperature (20-25°C) and
in the dark (for example, cover the plate



with aluminum foil). Start counting the
time after filling the first well.

9. Stop the reaction by adding 100 pl
of Stop solution into each well and mix
thoroughly by lightly tapping the edges
of the plate. This solution must be added
in the same order and speed as the Sub-
strate-chromogen solution (see Step 8).

10. Measure the absorbance at 450 nm
using a plate spectrophotometer. There
is no need to perform a blank reading.
Perform the reading within 15 minutes
after adding the stop solution.

Note: samples with high reactivity values can
lead to the appearance of a black precipitate
due to the precipitation of the substrate.

|Important: respect incubation times.

Calculations

Expression of results

Results are expressed as the percentage
of reactivity (PR, = 100%) with respect
to the positive control (PC) included in
each test. The absorbance values mea-
sured at 450 nm (Abs,, ) of each sample
are related to the Abs,,  value of the PC
as follows:

Abs,,, Sample*
-------------------------------- x 100
Average Abs,, PC

PR

SAMPLE

* If the sample was run in duplicate, consider
the average of the Abs,, value.

Validity criteria
To confirm the validity of the test the fol-
lowing criteria must be met:

+ The average value of the PC (Abs,,)
must be higher than 1.4 (Abs,, PC > 1.4).

* The Abs,, values of the controls (PC
and NC) and samples duplicates must
not differ by more than 20% of the corre-

sponding average.
* The Abs,,, values of the sample blank
must be less than 0.11 (Abs,,., SB < 0.11).
* The average Abs,, value of the NC
must be less than 0,15 (Average Abs,,

NC < 0.15).

* The Average Abs,., PC/ Average Abs,,,
NC ratio must be higher than 9.3 (Aver-
age Abs,. PC/Average Abs,, NC > 9.3).

If any of these criteria is not fulfilled, the
test is considered invalid. In this case,
the test should be repeated strictly fol-
lowing the instructions detailed in the
Instruction manual included in the kit.

Interpretation of results

The test sample results should be inter-
preted as follows:

Serum (dilution 1:200)

PR Interpretation
<50 % No Reactive
>50<55% Indeterminate

>55% Reactive

In the case of obtaining an “Indeter-
minate” result, the sample should be
re-tested. If the result is still indetermi-
nate, it is recommended to test a sec-
ond sample obtained after a period of at
least three weeks. If the new sample is
indeterminate again, the epidemiological
situation should be considered and the
sample should be analyzed with another
technique if available.

To facilitate the calculations, the evalua-
tion of the validity criteria of the test and
the interpretation of the results, a calcu-
lation sheet is available on the compa-
ny's website (https://www.chemtest.net/
elisa-ovinos.php or scan the QR code on
the cover of this manual) or request it via
email to info@chemtest.net. Important:
always check that the version number of
the instruction manual provided in the
kit matches the version of the spread-
sheet.

Sensitivity and specificity

More than 350 serum samples obtained
from animals infected with B. ovis and
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from healthy animals were analyzed to
determine the diagnostic sensitivity (Se)
and specificity (Sp) of the assay. Based
on these results, 3 ROC (receiver-oper-
ating-analysis) curve analysis was per-
formed. This analysis allowed us to select
the cut-off value that concurrently opti-
mized the Se and Sp (35%) of the assay
and the cut-off values for which a 100 %
Sp was achieved (45%) (see Table 1).

Table 1. Sensitivity, specificity and Youd-
en's index.

Cut-off
Se (%P Sp %P i
Ry % P (%)
100 %6
>50 ©35-100) | @5-987) | 9%
o1 100
»55 797-966) | ©@76-100 | 7

(3) PR, percentage of reactivity.

(b) Se, sensitivity (TP/TP+FN) x100; Sp, speci-
ficity (TN/TN+FP) x100. Values in parentheses
indicate the 95% confidence interval. TP, true
positive; TN, true negative; FP, false positive;
FN, false negative.

(c) J, Youden's index (Se+Sp-1).

For technical assistance

Tel: (54-11) 2033-1455 (Ext. 6028)
info@chemtest.net
chemtest.net
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Uso veterinario
Solo autorizada su venta a laboratorios inscriptos en la Red Nacional del SENASA.

Advertencias: mantener fuera del alcance de los nifos y animales domésticos. Centro Nacional
de Intoxicaciones: Tel. 0800-333-0160.
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