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Kit de ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos anti Brucella suis en
muestras de suero porcino.

Indirect ELISA kit for the detection of anti Brucella suis antibodies in porcine
serum.
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VETLIS®

Brucella Glyco-iELISA Porcinos (suero)

Contenido

Microplaca de

Microplacas de 96 pocillos recubiertas con

2 Microplacas (192

analisis el antigeno, selladas y almacenadas en seco determinaciones)
Conjugado Liofilizado (anticuerpos anti-lgG porcina 2 unidades
conjugados con peroxidasa de rdbano)
Solucién sustra- Lista para usar [3,3'5,5-Tetrametilbencidina | 1x 30 ml
to-cromégeno en solucion de sustrato con peroxido de hidro-
geno (H202)] - CONSERVAR EN OSCURIDAD
Solucion de fre- Lista para usar (contiene acido clorhidri- 1Tx30 ml
nado co 1%) - CORROSIVO
Solucion de lavado Concentrada 10X 1x 120 ml, 10X

(c.s.p. 1.2 litros)

sal (C9H9HgNa02S) 0,01%)

Control positivo Suero - CONTIENE CONSERVANTE [Timero- | 1x 0,025 ml
sal (C9H9HgNa02S) 0,01%)
Control negativo Suero - CONTIENE CONSERVANTE [Timero- | 1x 0,025 ml

Manual de instrucciones




Nombre y aplicacién

VETLIS®
Brucella Glyco-iELISA Porcinos (suero)

Kit de ELISA indirecto para la deteccion
de anticuerpos anti Brucella suis en
muestras de suero porcino.

El kit VETLIS® Brucella Glyco-iELISA Por-
cinos es un kit de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) indirecto para Ia
deteccion de anticuerpos especificos
contra el polisacarido O del lipopolisa-
carido (LPS) de Brucella suis en mues-
tras de suero porcino. El kit posee un
excelente desempefno diagnostico mi-
nimizando las reacciones cruzadas con
otras bacterias Gram-negativas.

Introduccion

La brucelosis es una zoonosis altamen-
te contagiosa causada por bacterias
Gram-negativas del género Brucella. La
brucelosis animal tiene un impacto eco-
nomico importante debido a que Ia infec-
cion provoca abortos, mortinatosy reduce
la fertilidad, mientras que la brucelosis en
humanos es una enfermedad debilitan-
te caracterizada por fiebre, sudoracién y
dolor que puede progresar a la cronicidad
con graves complicaciones para la salud.
La especie Brucella suis es la responsable
de la brucelosis del ganado porcinoy uno
de los principales patébgenos humanos,
junto con B. melitensis y B. abortus. Ac-
tualmente, se reconocen cinco biotipos
de B. suis, siendo los biotipos 1, 2 y 3 los
responsables de la brucelosis porcina. Los
biotipos 1y 3, presentes en Asia y Amé-
rica, tienen una alta tasa de transmisibi-
lidad y causan serios problemas repro-
ductivos en cerdos (infertilidad, aborto y
orquitis) y una enfermedad grave en los
seres humanos. En cambio, el biotipo 2
se limita a Europa donde representa un
problema emergente con un alto impacto
econdmico en las granjas de cerdos y es
menos patdégeno para los seres humanos.

Debido al alto impacto econdémico de Ia
enfermedad en la produccion y sanidad
animal y al riesgo de transmision a 13 po-
blacion humana, la mayoria de los paises
han implementado programas para el
control y/o erradicacion de la brucelosis
en el ganado porcino. La brucelosis en
humanos puede ser muy debilitante e in-
capacitante y constituye un importante
problema de salud publica. En ausencia
de una vacuna contra la brucelosis hu-
mana, la prevencion de la enfermedad
depende principalmente del control de
la brucelosis en los animales que consti-
tuyen el reservorio natural de la enferme-
dad.

En particular, el control de la brucelo-
sis porcina depende exclusivamente de
la deteccion y sacrificio de los animales
infectados. El diagnoéstico confirmatorio
de brucelosis se realiza en forma directa
mediante el aislamiento del microorga-
nismo a partir de cultivos de sangre, mé-
dula 6sea u otros tejidos. 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 bacterioldgico
determinan que el diagnodstico basado
exclusivamente en el aislamiento de Bru-
cella no siempre sea factible y eficaz. Por
estos motivos, el diagnéstico de labora-
torio de brucelosis porcina se basa prin-
cipalmente en el diagnostico serolégico
mediante |a deteccion de anticuerpos es-
pecificos contra el agente infeccioso en
muestras de suero.

Principio de la técnica

El kit VETLIS® Brucella Glyco-iELISA Por-
cinos es el primer enzimoinmunoensayo
indirecto en fase sdlida basado exclusi-
vamente en la deteccidon de anticuerpos
IgG anti-polisacarido O de Brucella. Un
resultado positivo en el Brucella Gly-
co-iELISA Porcinos indica la presencia
de anticuerpos anti-polisacarido O. Estos
anticuerpos constituyen un excelente
marcador especifico de infeccion brucé-
lica, lo que permite confirmar el diagnos-



tico de la infeccion eliminando el riesgo
de reacciones falso-positivas debido a
reacciones cruzadas por la presencia de
anticuerpos dirigidos contra epitopes co-
munes presentes en el lipido Ay el core
oligosacaridico del LPS de otras bacte-
rias.

En este ensayo las muestras de suero
son expuestas a pocillos recubiertos con
el antigeno (glicoproteina recombinan-
te purificada) de Brucella. Si la muestra
contiene anticuerpos anti-polisacarido
O de Brucella suis, estos se unen al an-
tigeno del pocillo. Al anadir el conjuga-
do de peroxidasa de rabano (HRP), se
forma un complejo con los anticuerpos
IgG unidos al pocillo. El 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 la
muestra que reaccionan con el antigeno.
Cuanto mayor es el titulo de anticuerpos
presentes en Ia muestra, mas intenso es
el desarrollo de color en los pocillos de
ensayo. La reaccion se detiene mediante
el agregado de la solucion de frenado y
se observa un cambio de color al amari-
Ilo. La lectura de los resultados se realiza
en un espectrofotémetro de microplacas
midiendo la absorbancia (Abs) a3 450 nm.

Componentes del kit

-Microplaca de analisis

Microplacas de S6 pocillos recubiertas
con el antigeno, selladas y almacenadas
en seco.

-Solucién de lavado

Concentrada 10X.

-Conjugado

Liofilizado (anticuerpos anti-IgG porcina
conjugados con peroxidasa de rabano).
-Solucién sustrato-cromégeno

Lista para usar [3,3,5,5-Tetrametilbenci-
dina en solucion de sustrato con peroxi-
do de hidrégeno (H,0,)] - CONSERVAR

EN OSCURIDAD.

-Solucion de frenado

Lista para usar (contiene acido clorhidri-
co 1%) - CORROSIVO.

-Control positivo

Suero - CONTIENE CONSERVANTE (Ti-
merosal (C,H,HgNa0,S) 0,01%].

-Control negativo

Suero - CONTIENE CONSERVANTE ([Ti-
merosal (C,H,HgNa0,S) 0,01%].

-Manual de instrucciones

Almacenamiento y vencimiento

Conservar a temperatura entre 2 y 8°C.
Temperatura de transporte: 4 a 15°C
hasta 72 horas. La conservacidn correc-
ta de todos los componentes del kit per-
mitird el uso del mismo hasta la fecha
de caducidad.

Vencimiento: 12 meses. No utilizar com-
ponentes de diferentes lotes o después
de la fecha de vencimiento.

Materiales necesarios que no se suministran

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

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

-Agitador orbital.

-Crondémetro.

-Tubos para la dilucion de los controles
y muestras.

-Recipiente de 1litro para preparacion de
solucion de lavado.

-Agua destilada (Tipo Il) o ultrapura (Tipo
). Debe ser de la mayor calidad posible.
-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 componen-
tes a3 2-8°C.

3. Antes de usar dejar que todos los com-



ponentes del kit alcancen la temperatura
ambiente (20-25°C), y colocar nuevamen-
te 3 2-8°C inmediatamente 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 in-
fecciosas y, por lo tanto, estas y los com-
ponentes del kit que Ias contactan deben
manipularse con guantes y descartarse
como residuo patoldgico segin normati-
va legal vigente. La Solucion de frenado
contiene acido clorhidrico (corrosivo). Su
contacto con la piel genera irritacion y
debe manipularse con guantes. El resto
de los componentes del kit no representa
ningun 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 indicadas
arriba.

7. No mezclar componentes 0 manuales
de instrucciones de kits de distintos lotes.

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 reuti-
lizados con la misma solucion.

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

11. Incluir los controles positivo y negativo,
y el blanco de muestra al menos por dupli-
cado en cada serie de analisis.

12. Para la reconstitucion de los reactivos

usar solamente agua destilada (Tipo Il) o
ultrapura (Tipo I).

Preparacion de reactivos para una mi-
croplaca de analisis (96 reacciones)
a. Solucion de lavado 1X

Preparar 400 ml de Solucion de lavado
1X (suficiente para un microplaca) agre-

gando 40 ml de Solucion de lavado 10X
3 360 ml de agua destilada (Tipo ) o ul-
trapura (Tipo I). Mezclar muy bien antes
de usar. Una vez preparada, la Solucion
de lavado 1X se puede conservar a 2-8°C
durante 7 dias.

Nota: si se observaran cristales en Ia Solucion
de lavado 10X, |a botella debe calentarse a no
mas de 45°C y agitar muy bien hasta la com-
pleta disolucion de los mismos.

b. Conjugado

Reconstituir el Conjugado liofilizado
anadiendo 10 ml (por frasco) de la Solu-
cion de lavado 1X preparada previamente
(ver item anterior). Afadir 1a solucion de
lavado cuidadosamente. Dejar reposar
el frasco un minuto y mezclar muy bien
(tapar el frasco y homogenizar una o dos
mediante agitacion cabeza-cola). Prepa-
rar antes de usar.

El conjugado una vez reconstituido se
puede conservar a -20°C por un tiempo
maximo de 14 dias (no puede ser alma-
cenado en el refrigerador) y durante este
periodo s6lo se puede congelar y des-
congelar una vez.

Preparacion de los controles para una
microplaca de analisis (96 reacciones)

a. Control positivo y control negativo

En tubos de 1,5 ml agregar 5 yl de cada
control a3 1000 pl de Solucion de lavado
1X (dilucién 1:200). Mezclar bien antes
de usar. En cada microplaca los contro-
les positivo y negativo se agregan al me-
nos por duplicado (100 pl por pocillo).

b. Blanco de muestra

En cada placa se debe agregar un blanco
de muestra constituido por Ia Solucion
de lavado 1X. Dispensar directamente, y
por duplicado, 100 pl por pocillo de Ia So-
lucion de lavado 1X.

Preparacion de las muestras

Las muestras de suero deben diluirse 1:200
utilizando la Solucion de lavado 1x. Para ello,
agregar 5 pl de suero a 1000 pl de Solucion de
lavado 1TX. Se utilizan 100 pl de muestra diluida
por pocillo.



Notas:

-Pueden analizarse sueros frescos, refrigerados o
congelados, libres de turbidez. Las muestras se pue-
den guardar en heladera durante 16 2 dias. Para una
conservacion mas prolongada, se deben guardar a
-20°C y, en estos casos, las muestras se deben des-
congelar totalmente, llevar 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 estado pue-

den producir resultados erroneos.

Instrucciones de uso para una micro-
placa de analisis (96 reacciones)

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.

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.

Nota: las muestras se pueden procesar en un
solo pocillo o por duplicado. Sin embargo, para
obtener un resultado mas confiable se reco-
mienda procesar las muestras al menos por
duplicado.

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

5. Lavar 4 veces con 200 a 300 pl de So-
lucion de lavado 1X por pocillo. Ver item
Preparacion de reactivos.

Nota: retirar el liquido completamente des-
pués de cada lavado por volcado y golpeando
|3 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 de 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-crombégeno 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 la 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 la placa.
La Solucion de frenado debe agregarse
en el mismo orden y velocidad que la So-
lucidn sustrato-cromadgeno (ver paso 8).

10. Medir la absorbancia a 450 nm uti-
lizando un espectrofotdmetro de placas.
No es necesario realizar una lectura de
blanco. Realizar |a 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 Ia precipita-
cién del sustrato.

Calculos

Expresion de los resultados

Los resultados se expresan como pof-
centaje de reactividad (PR) con respecto
al control positivo incluido en cada ensa-
yo. Los valores de absorbancia medidos a
450 nm (Abs450) de cada muestra y del
control negativo (CN) se relacionan con
el valor de Abs450 del control positivo
(CP) de la siguiente forma:

Promedio Abs, , CN

x 100
Promedio Abs,,, CP

Abs,,, Muestra*

PR x 100

MUESTRA

Promedio Abs,., CP

* Abs450 promedio en caso de procesar Ias 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 Abs450 del CP
debe ser mayor a 1,0 (Promedio Abs450
CP >1,0).

* Los valores de Abs450 de los duplica-
dos de los controles (CPy CN) y las mues-
tras no deben diferir en mas del 20% con
respecto al promedio del duplicado.

* Los valores de Abs450 del Blanco de
muestra (Blc Mtra) deben ser inferiores
3 0,1 (Abs450 Blc Mtra < 0,1).

» El valor promedio de la Abs450 del CN
debe ser menor a 0,6 (Promedio Abs450
CN < 0,6).

* La relacién Promedio Abs450 CP /
Promedio Abs450 CN debe ser mayor
a 1,7 (Promedio Abs450 CP / Promedio
Abs450 CN > 1,7).

Sino se cumple alguno de estos criterios,
la prueba no se puede considerar valida.
En este caso la prueba debe repetirse
ajustdndose estrictamente al procedi-
miento detallado en el manual de ins-
trucciones incluido en el kit.

Interpretacion de los resultados

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

Suero (dilucion 1:200)

PR Interpretacion
<29% Negativo
>29% a < 40% Dudoso
> 40% Positivo

En caso de obtener un resultado dudoso
la prueba se debe repetir. Si el resultado
es todavia dudoso, se recomienda ensa-
yar una segunda muestra del animal ob-
tenida después de un periodo de, por lo
menos, 3 semanas. Si con la nueva mues-
tra se obtiene nuevamente un resultado
dudoso, deberia contemplarse la situa-

cion epidemiologica y analizar la mues-
tra con otra técnica si esto fuera posible.

Sensibilidad y especificidad diagnéstica

Para determinar la sensibilidad (Se) y es-
pecificidad (Sp) diagnostica del ensayo,
se analizaron mas de 500 muestras de
suero obtenidas de animales inmuniza-
dos o infectados experimentalmente,
infectados naturalmente (muestras posi-
tivas) como asi también de animales pro-
venientes de establecimientos libres de
brucelosis (muestras negativas).

A partir de los resultados obtenidos con
estas muestras se realizd un analisis por
curvas ROC. Este analisis permitid deter-
minar el valor de corte para el cual la Se
es100%y el punto de corte para alcanzar
una Sp del 100% (ver Tabla 1). El valor de
corte que maximiza simultaneamente
la Se y Sp, 40, conicide con el valor de
corte para el cual la Sp es del 100% (ver
Tablal).

Tabla 1

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

Valor de
Se (%)° Sp (%)° Je
corte (PR)® 0 p (%
100 973
29 0973
(975-100) | (9650-98.8)
, 1
40 995 00 0993
(96,3-100) (989-100)

(a) 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).
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English

VETLIS®

Brucella Glyco-iELISA Porcine (serum)

Kit components

SIVE

Microplate 96-well microtitre plate coated with the | 2 microplates
antigen, sealed and stored dry (192 tests)
Conjugate Lyophilized (horseradish peroxidase con- | 2 units
jugated anti-porcine IgG antibodies)
Substrate-chromo- Ready to use [3,3',5,5-Tetramethylbencidi- | 1x 30 ml
gen solution ne in substrate buffer containing hydrogen
peroxide (H202)]- STORE IN THE DARK
Stop solution Ready to use (contains HCI 1%) — CORRO- | 1x 30 ml

Wash solution

10X concentrate

1x 120 ml, 10X (suffi-
cient for 1.2 liters)

Control Serum

merosal (CSH9HgNa02S) 0.01%)

Porcine Positive Serum - CONTAINS PRESERVATIVE [Thi- 1x0.025 ml
Control Serum merosal (CO9H9HgNa02S) 0.01%)
Porcine Negative Serum - CONTAINS PRESERVATIVE [Thi- 1x0.025 ml

Instruction manual




Name and application

VETLIS®
Brucella Glyco-iELISA Porcine (serum)

Indirect ELISA kit for the detection of
anti Brucella suis antibodies in porcine
serum.

The kit VETLIS® Brucella Glyco-iELISA
Porcine is an ELISA kit (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) for the indirect
detection of specific antibodies against
the O polysaccharide of the lipopolysac-
charide (LPS) of Brucella suis in porcine
serum. The kit has an excellent diagnos-
tic performance and minimizes cross-re-
action with other Gram-negative bacte-
ria.

Introduction

Brucellosis is a highly contagious zoo-
notic disease caused by Gram-negative
bacteria of the genus Brucella that af-
fects animals and human beings. Animal
brucellosis has a major economic impact
because the infection causes abortions,
stillbirths and reduces fertility in herds,
while brucellosis in humans is a debil-
itating disease characterized by fever,
sweating and pain. Brucella suis is the
etiological agent of porcine brucellosis
and one of the main human brucellosis
pathogens together with B. melitensis
and B. abortus. There are five biovars of
B. suis, with 1, 2 and 3 being responsible
for porcine brucellosis. B. suis biovars 1
and 3, endemic in Asia and America, are
highly zoonotic and cause serious repro-
ductive problems in pigs (infertility, abor-
tion and orchitis) and a serious disease in
humans. Instead, biovar 2 is restricted to
Europe where it represents an emerging
problem with a high economic impact in
pig farms and is less pathogenic for hu-
mans.

Due to the high economic impact of the
disease in animal production and health,
and to the risk of transmission to hu-
mans, most countries have implement-

ed programs to control and/or eradicate
brucellosis in pigs. Brucellosis in humans
can be debilitating and disabling and is
an important public health problem. In
the absence of a vaccine against human
brucellosis, disease prevention depends
primarily on the control of brucellosis in
animals, the natural reservoir of the dis-
ease.

Control of the disease in pigs depends
exclusively on detection of infected an-
imals and slaughter. The gold standard
method for confirmation of the infec-
tion is the isolation of the pathogen;
however, the slow growth of brucellae in
primary cultures (up to 7 days), the risk
involved in their handling and the poor
sensitivity makes diagnosis based solely
on isolation of brucellae non-effective,
not always feasible and expensive. For
these reasons, the laboratory diagnosis
of porcine brucellosis is mainly based
on the detection of specific antibodies
against the infectious agent in serum
samples.

Principle of the technique

The VETLIS® Brucella Glyco-iELISA
Porcine kit is the first indirect solid
phase enzyme immunoassay based ex-
clusively on the detection of Brucella
anti-O polysaccharide IgG antibodies. A
positive result by Brucella Glyco-iELISA
Porcine indicates the presence of an-
ti-O polysaccharide antibodies. These
antibodies are an excellent specific
marker of brucella infection, which can
confirm the diagnosis of the infection
by eliminating the risk of false-posi-
tive cross-reactions due to the pres-
ence of antibodies against common
epitopes present in the lipid A and the
core of the LPS from other bacteria.
In this assay, serum samples are ex-
posed to the wells coated with the Bru-
cella antigen (purified recombinant gly-
coprotein). If the sample contains anti
Brucella suis O polysaccharide antibod-
ies, they bind to the antigen in the well.
Upon addition of the horseradish per-
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oxidase (HRP) conjugated antibody, a
complex is formed with the porcine IgG
antibodies attached to the antigen in
the well. Free antibodies are removed
by washing before adding the sub-
strate-chromogen solution. The blue
color that appears is the product of the
reaction of the substrate-chromogen
with the conjugate in those samples
that are positive. The color intensity
is directly proportional to the amount
of antibodies present in the sample re-
acting with the antigen. The higher the
antibody titer present in the sample,
the more intense color develops in the
test wells. The reaction is stopped by
adding the stop solution, upon which a
color change to yellow is observed. The
reading of the results is performed in
3 microplate spectrophotometer mea-
suring the absorbance (Abs) at 450 nm.

Kit components

-Microplate

96-well microtitre plate coated with the
antigen, sealed and stored dry.

-Wash solution

10X concentrate.

-Conjugate

Liophilized (horseradish peroxidase con-
jugated anti-porcine IgG antibodies).
-Substrate-chromogen solution

Ready to use [3,3'5,5'-Tetramethylbenci-
dine in substrate buffer containing hy-
drogen peroxide (H,0,)]- STORE IN THE
DARK.

-Stop solution

Ready to use (contains HCI 1%) — COR-
ROSIVE.

-Porcine Positive Control Serum

Serum — CONTAINS PRESERVATIVE [Thi-
merosal (C,H,HgNa0,S) 0.01%).

-Porcine Negative Control Serum

Serum — CONTAINS PRESERVATIVE [Thi-
merosal (C,H,HgNa0,S) 0.01%).
-Instruction manual

Storage and expiration

Store at room temperature 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 un-
til the expiration 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.

-Orbital rotator.

-Timer.

-Tubes for the dilutions of the controls
and samples.

-One liter container for the preparation
of the wash solution.

-Distilled (Type II) or ultrapure (Type I)
water or any similar high quality 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 Practices.

5. Serum samples, as well as positive and
negative controls, should be considered
potentially infectious and, therefore,
the kit components that contact them
should be handled with gloves and dis-
posed as pathological waste according
to legal regulations. The stop solution
contains hydrochloric acid (corrosive).
Skin contact generates irritation and
should be handled with gloves. The rest
of the kit components does not repre-
sent 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. Do not mix components or instruction
manuals from different test kits batches.

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

9. 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
reagent 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
1) water or high quality purified water.

Reagents preparation for one micro-
plate (96 reactions)

a. Wash solution 1X

Prepare 400 ml of 1X Wash Solution
(enough for a microplate) by adding 40
ml of T0X Wash Solution to 360 ml of dis-
tilled (Type II) or ultrapure (Type I) water.
Mix well before using. Once prepared,
the TX Washing Solution can be stored at
2-8°C for 7 days.

Note: if crystals appear in the 10X Wash solu-
tion, the bottle must be heated not abore 45°C
and shake well until completely dissolve.

b. Conjugate

Reconstitute the conjugate by adding 10
ml (per flask) of 1X Wash Solution previ-
ously prepared (see previous item). Add
the Washing solution carefully. Allow to
stand for a minute and mix well (cov-
er the bottle and homogenize once or
twice by head-to-tail agitation). Prepare
before use.

The reconstituted conjugate should be
stored at -20°C (cannot be stored in the
refrigerator) for not more than 14 days
and during this period can be thaw and
re-freeze just once.

Preparation of controls for one micro-
plate (96 reactions)

a. Positive and negative controls

In tubes of 1.5 ml add 5 pl of each control
to 1000 pl of 1X Wash Solution (1:200 di-
lution). Mix well before using. In each mi-
croplate positive and negative controls
should be added at least in duplicate
(100 pl per well).

b. Blank sample

On each plate a blank sample consisting
of 1X Wash Solution should be added.
Dispense directly and in duplicate 100 pl
per well of 1X Wash Solution.

Sample preparation

Serum samples should be diluted 1:200
using the 1X Wash Solution. Add 5 pl of
serum to 1000 pl of 1X Wash Solution.
Use 100 pl of diluted sample per well.
Notes:

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

-Samples can be analyzed in a single well.
However, it is recommended to analyze the
samples at least in duplicate.

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

Instructions for the analysis of one mi-
croplate (96 reactions)

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,

2. Add in duplicate 100 pl per well of the
positive control, negative control and the
blank sample. See Item Preparation of con-
trols.

3. Add 100 pl per well of each serum sam-
ple. See ltem 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 samples at least
in duplicates.



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

5. Wash/rinse the plates 4 times with 200
to 300 pl of 1X 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 add-

ing the next reagent.

6. Add 100 pl of Conjugate to each well.
See item Preparation of the conjugate. Cov-
er the plate and incubate at room tempera-
ture (20-25°C) with gentle orbital shaking
for 1 hour.

7. Repeat step 5.

8. Add 100 pl of Substrate-chromogen solu-
tion to each well, and incubated with gen-
tle orbital shaking for 10 minutes (= 1 min)
at room temperature (20-25°C) and in the
dark (for example, cover the plate with alu-
minum 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 or-
der and speed as the Substrate-chromogen
solution (see Step 8).

10. Measure the absorbance at 450 nm us-
ing 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.

Calculations

Expression of results

Results are expressed as the percentage
of reactivity (PR) with respect to the pos-
itive control included in each test. The
absorbance values measured at 450 nm
(Abs450) of each sample and the negative
control (NC) are related to the Abs450 val-
ue of the positive control (PC) as follows:

Average Abs,, NC
x 100

Average Abs,  PC

Abs450 Sample*

x 100

SAMPLE

Average Abs, , PC

* If the sample was run in duplicate, consider the
average of the Abs450 value.

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

» The average value of the PC (Abs450)
must be higher than 1.0 (Abs450 PC > 1.0).

* The Abs450 values of the controls (PC
and NC) and samples duplicates must not
differ by more than 20% of the correspond-
ing average.

* The Abs450 values of the blank sample
must be less than 0.1 (Abs450 Blank sam-
ple < 0.7).

e The average Abs450 value of the NC
must be less than 0,6 (Average Abs450
NC < 0.6).

* The Average Abs450 PC / Average
Abs450 NC ratio must be higher than 1.7
(Average Abs450 PC/ Average Abs450 NC
>1.7).

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
<29% Negative
>29% 3 < 40% Doubtful
> 40% Positive




In the case of obtaining a doubtful result,
the sample should be re-tested. If the re-
sult is still doubtful, it is recommended
to test a second sample obtained after a
period of at least three weeks. If the new
sample is doubtful again, the epidemio-
logical situation should be considered
and the sample should be analyzed with
another technique if available.

Sensitivity and specificity

More than 500 serum samples obtained
from experimentally immunized and in-
fected animals, naturally infected ani-
mals (positive samples) as well as from
animals coming from establishments
free of brucellosis (negative samples)
were analyzed to determine the diagnos-
tic sensitivity (Se) and specificity (Sp) of
the assay. Based on these results, a ROC
(receiver-operating-analysis) curve anal-
ysis was performed. This analysis allowed
us to select the cut-off values for which
3 100 % Se or Sp was achieved (Table 1).
The cut-off value that concurrently opti-
mized the Se and Sp, 40, concides with
the cut-off value for 100% Sp (Table 1).

Table 1
Sensibility, specificity and Youden's in-
dex.

Cut-off
Se (%)° Sp (%) J
PR ) P (%)
100 973
29 0973
(97.5-100) (95.0-98.8)
99.3 100
40 0.993
(96.3-100) (98.9-100)

(a) PR, percentage of reactivity.

(b) Se, sensibility (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).

References

-Maria E. Corting, Rodrigo E. Balzano, Diego A.
Rey Serantes, Ana J. Caillava, Sebastian Elena,
A. C. Ferreira, Ana M. Nicola, Juan E. Ugalde,
Diego J. Comerci and Andrés E. Ciocchini. A
Bacterial Glycoengineered Antigen for Im-
proved Serodiagnosis of Porcine Brucellosis. J
Clin Microbiol. 2016. 54:6, 1448-1455.

-Ciocchini, AE; Rey Serantes, DA; Melli, LJ; Gui-
dolin, LS; lwashkiw, J; Elena, S; Franco, C; Nico-
la, AM; Feldman, MF; Comerci, DJ and Ugalde,
JE. A bacterial engineered glycoprotein as a
novel antigen for diagnosis of bovine brucel-
losis. Veterinary Microbiology, Aug. 2014, 27;
172(3-4):455-65.

-lwashkiw, J., Fentabil, M., Faridmoayer, A.,
Mills, D.C., Peppler, M. Czibener, C., Ciocchini,
A.E., Comerci, D.J., Ugalde, J.E. and Feldman,
M.F. Exploiting the Campylobacter jejuni pro-
tein glycosylation system for glycoengineering
vaccines and diagnostic tools directed against
brucellosis. Microbial Cell Factories 2012 Jan
25;11-13.



Notas / Notes

wl Chemtest S.A.
Av. 25 de Mayo 1021, San Martin (C.P. 1650), Buenos Aires, Argentina.
info@chemtest.net - chemtest.net



Solo autorizada su venta a laboratorios inscriptos en Ia Red Nacional del SENASA.

(o] o)

&)

Porcino

Av. 25 de Mayo 1021, San Martin (C.P. 1650), Buenos Aires, Argentina.
info@chemtest.net - chemtest.net

00 ~1 sl Chemtest S.A.




