INTERPRETACION

Calculo de la relacién

+ Para el control, calgule la media de los OD obtenidos en la placa recubierta con L. Pomona.
+ Calcule la RELACION dividiendo la OD de cada muestra por la OD media del control positivo.

Ejemplo:

OD de muestra
OD media control positivo

= RELACION

Validez del ensayo

Se deben cumplir los siguientes criterios para validar la prueba:
+ La DO450 media del control negativo debe ser < 0,25.
+ La DO450 media del control positivo debe ser > 0,75.

Interpretacion del ensayo

* Un cociente de muestra < 0,20 se considera negativa.

* Un cociente de muestra = 0,20 < 0,30 se considera sospechoso. Una segunda muestra
de suero se puede recoger 2 semanas mas tarde y volver a analizar.

* Un cocienta de muestra = 0,30 se considera positiva.
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Este es un ensayo inmunoenzimatico para la deteccion de anticuerpos contra Leptospira
pomona en suero bovino.

Leptospirosis es una enfermedad zoonotica mundial de los animales domésticos y silvestres.
Es causada por una bacteria espiroqueta clasificada bajo el género Leptospira. La taxonomia
del género es compleja, involucra una serie de especies y serovares. En el ganado, la
leptospirosis se debe principalmente a Leptospira borgpetersenii serovar hardjo (L. hardjo)
y Leptospira interrogans serovar pomona (L. pomona). Ambos serovares pueden afectar
al ganado de todas las edades, pero los signos clinicos varian mucho segun el serovar y
la edad de los animales.

L. pomona puede causar infecciones agudas, especialmente en los terneros. Los terneros
pueden mostrar fiebre alta, anorexia, disnea, anemia hemolitica, hemoglobinuria, ictericia
y alta mortalidad. Ademas, este serotipo puede causar un aborto que generalmente ocurre
al final de la prefiez. También se producen natimortos y nacimientos prematuros o terneros
débiles infectados.

El diagnéstico de leptospirosis, especialmente en el ganado adulto, puede ser dificil. Se
puede utilizar cultivo en medios especiales, PCR, técnicas de inmunohistoquimica y serologia.
Los titulos de anticuerpos pueden alcanzar su punto maximo antes del aborto porque la
infeccidn aguda ocurrié varias semanas antes.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los controles y las muestras de suero bovino preparadas se incuban en wells recubiertos
con antigenos de L. pomona (Ag). Los anticuerpos (Ac) especificos para L. pomona presentes
en muestras de sueros positivos se uniran al Ag en los wells. Después de varios lavados
para eliminar sustancias no unidas, se agrega un conjugado (proteina G acoplada a peroxidasa).
Luego de la incubacién, el exceso de este conjugado se elimina mediante una segunda serie
de lavados y se revela su union a los anticuerpos bovinos con sustrato cromégeno.

El conjugado, si esté presente, reacciona con el sustrato y se tifie de un color azul. Luego
se detiene la reaccion y se leen las densidades oOpticas. La intensidad del color es proporcional
a la cantidad de Ac en las muestras de sueros.

Seénasd

Certificado SENASA N°
Uso Veterinario Exclusivo

MMUNOL OGY

REACTIVOS PARA DIAGNOSTICO E INVESTIGACION VETERINARI




COMPONENTES DEL KIT

+ 12 tiras de 8 wells recubiertos con L. Pomona 2

- Control positivo listo para usar 2,5 ml

+ Control negativo listo para usar 2,5ml

+ Solucién de lavado concentrada (10X)* 2 x 100 ml

* Conjugado concentrado 500 - 1000 ul
+ Sustrato listo para usar 25 ml

- Sustrato de parada lista para usar * 25 ml

* Los cristales pueden formarse cuando estas soluciones se mantienen a 2-7 ° C. Esto
no afectara la eficacia de los productos. Sin embargo, los cristales deben disolverse
colocando las soluciones a temperatura ambiente y en agitacion.

** El volumen preciso depende del lote de conjugado y la dilucién de trabajo recomendada
(vea seccion C).

Material requerido, pero no provisto:

+ Agua purificada

* Micropipetas variables mono y multicanal

* Tips de micropipetas

+ Lavador de microplaca ELISA (facultativo)

* Tubos de ensayo para la dilucién de muestras

* Lector de microplaca ELISA de 96 wells equipado con filtro de 450nm
+ Contenedores para la preparacion de soluciones

Precauciones

+ Para uso veterinario “in vitro” Gnicamente.

* Los materiales utilizados en este kit deben considerarse como infeccioso. Por lo tanto,
se debe descontaminar todo el desperdicio antes de desecharlo.

* No use el kit después de la fecha de caducidad indicada en el paquete.

* No mezcle los reactivos o las instrucciones de diferentes series de prueba.

* La sensibilidad y especificidad de la prueba estan garantizadas solo si los procedimientos
se realizan estrictamente.

* No exponga el sustrato a la luz o0 a un agente oxidante. Siempre coloque el sustrato en un
recipiente de plastico limpio. La solucién puede causar irritacion en la piel o de los ojos.

+ La solucién de parada contiene un acido fuerte y debe manipularse con precaucién para
evitar tener contacto con la piel y las membranas mucosas.

+ Dispone de la solucién de lavado, el sustrato y la solucion de parada de acuerdo con las
regulaciones locales para productos quimicos.

* Mantenga todos los reactivos a 2-7 °C y lleve a temperatura ambiente antes de usarlo.

EJECUCION

* Preparacion de la Solucién de lavado

Después de homogeneizar la solucdn de lavado concentrada (sin evidencia de cristales),
diluya la solucion de lavado concentrada 10X en agua purificada a 1/10 (por Ej. 50 ml de
solucién de lavado concentrada 10X en 450 ml de agua purificada). Una vez preparada,
la solucion (1X) es estable durante 1 semana a 2-7 °C.

* Preparacion de muestras

Diluya las muestras de suero 1/200 en solucién de lavado 1X (ver seccion A) (por ej.:
4 pl de suero en 796 pl de solucion de lavado 1X). Asegurese de que cada una de las
muestras este bien mezclada con el diluyente antes de distribuirla en los pozos.

Preparacion del conjugado

Diluya el conjugado con una solucion de lavado 1X (ver seccién A) de acuerdo con la
dilucién indicada en el Certificado de Control de Calidad. Diluya el conjugado unos minutos
antes de su uso y siempre prepare una solucion nueva del conjugado.

* Procedimiento de prueba

Lleve todos los reactivos a temperatura ambiente y mezcle bien manualmente antes de usar.

Haga una representacion esquematica de las placas y la distribucion de los controles
y muestras.

Dispensar 100 pl de control positivo listo para usar, control negativo listo para usar o
muestras diluidas (ver seccion B) en los pocillos apropiados (se recomienda ejecutar
sueros de control por duplicado).

Incubar a 23 +- 2 °C durante 30 minutos.
Lave cada pocillo 3 veces con 300 pl con solucion de lavado 1X (ver seccion A).
Deseche todo el liquido contenido en el pocillo después de lavarlo. Después del ultimo
lavado, seque la placa golpeandolo sobre papel absorvente.
Dispensar 100 ul del conjugado diluido (ver seccion C) en cada uno de los pocillos.
Incubar a 23 +- 2 °C durante 30 minutos.
Repetir el paso 4.
Dispensar 100 pl del sustrato en cada pocillo.
Incubar en la oscuridad a 23 +- 2 °C durante 15 minutos.

. Dispensar 100 pl de la solucion de parada en cada pocillo.

. Medir la densidad optica (OD) de cada pocillo a 450 nm. La lectura debe hacerse a
mas tardar 15 minutos después de la adicion de la solucion de parada.

. Calcular los resultados.




