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MONOSCREEN®) BELISA

Monoscreen AbELISA Neospora caninum Easy
Referencia: BIO K 451

Prueba ELISA para el diagnéstico seroldgico de la neosporosis bovina
Monocipula, prueba indirecta

Uso in vifro y estrictamente veterinario

o

Muestra Especie
Suero, plasma Rumiante**
Leche individual (desnatada* y no desnatada) Bovino

* centrifugacion 20 min. 4000 g.

Instrucciones de uso
BIO K 451-Neo-Easy_NO_(ES)_V06
01/10/2025

**E| conjugado Perox Moab a-lIgG1 bovino utilizado en el kit también reconoce los anticuerpos de cabras y ovejas.

Por lo tanto, el kit puede utilizarse en sueros de pequefios rumiantes (pdngase en contacto con nosotros).

Presentacion
Referencia producto BIOK 451/5
Formato 5 placas, tira de 8 pocillos
Reacciones 480 pruebas

Composicion del kit

Materiales suministrados | Code | Type* | BIOK 451/5
Microplate Microplaca D01276 1 5
Washing solution Solucidén de lavado (20X) D00696 A 1 X 250 mL
Dilution solution Solucién de dilucion coloreado (1X) D01555 A 1 X 250 mL
Conjugate IgG1 Conjugado anti-IgG1 (50X) (tapdn azul) D01477 1 1X1,5mL
o Conjugate IgG2 Conjugado anti-IgG2 (50X) D01554 1 1X15mL
CTL POS serum IgG1 | Control positivo suero IgG1 (tapdn negro) | D01416 a 1X0,5mL
CTL POS serum IgG2 | Control positivo suero IgG2 (tapén verde) | DO1552 a 1X0,5mL
CTL POS milk Control positivo leche (tapén amarillo) D01415 a 1X0,5mL
CTL NEG Control negativo (tapén blanco) D01123 a 1X0,5mL
TMB solution Solucién de TMB monocomponente (1X) | D01557 a 1 X 60 mL
Stop solution Solucién de frenado (1X) D01556 A 1 X 60 mL

*: (1) : dependiente del kit y del lote / (a) : depediente del kit / (A) : sustituible.

Historial de revisiones

Para el control de la Neosporosis, el
ELISA 1gG2 parece ser un medio fiable
y préactico para distinguir a los terneros
infectados verticalmente (0-1 meses)**.

De: Neosporosis: how 1gG2 ELISA could
contribute in the diagnosis of vertically

infected calves?
EVRARD J., DELOOZ L., GREGOIRE F.

ARSIA (Regional Association for Animal
Identification and Health), Ciney,
Belgium.

Fecha | Versién | Modificaciones
31/08/2022 V02 Supresién del BIO K 451/2.
20/09/2023 V03 Modificacién de los nombres de referencia.
26/11/2024 V04 Modificacion del volumen de los conjugados y de la solucién de frenado.
15/01/2025 V05 Adicién del conjugado 1gG2.
s | 01/10/2025 V06 Adaptacién de los volimenes de los componentes.

Nota: las modificaciones menores de tipografia, gramatica y maquetacién no aparecen en el historial de revisiones.
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A. Introduccién

Neospora caninum es un protozoo descrito, en primera instancia,
como un parasito del perro en el que es responsable de miositis y
encefalitis. Actualmente, la neosporosis bovina esta reconocida como
una importante causa de aborto en los bovinos. Existen sospechas
fundadas de su presencia en el 20 % de las granjas con abortos
repetidos, y una vaca seropositiva en Neospora caninum tiene 3 veces
mas riesgo de abortar que una vaca seronegativa. La transmision
vertical es lo mas habitual (como minimo, el 80 % de los terneros
nacidos de las vacas seropositivas estan contaminados).

En general, en el ganado vacuno, la placentacién del
syndesmochorion no permite la transferencia de inmunoglobulinas de
la vaca a su descendencia durante la gestacion. Es mas, a nivel de la
ubre, la mayor parte de la IgG1 pasa al calostro*. Algunos agentes
patégenos, como Neospora caninum, son capaces de atravesar la
barrera placentaria y entrar en contacto con el feto bovino. Si el
ternero es inmunocompetente en el momento de esta infestacion,
producird anticuerpos 1gG2 especificos contra el patégeno
encontrado. Estos anticuerpos pueden medirse mediante pruebas
seroldgicas especificas (ELISA). Un resultado positivo indica la
circulacion activa del agente patégeno y su transmision vertical en el
rebano.

B. Principio del test

Las microplacas de 96 pocillos se sensibilizaron con un anticuerpo
monoclonal especifico de una proteina de Neospora caninum. El
anticuerpo asegura la captura y la purificacién de esta proteina a partir
de un lisado del protozoo.

Los sueros sanguineos y las leches se diluyen en la solucion de
dilucién. Tras la incubacién y el lavado de la preparacion, se afiade el
conjugado, un anticuerpo monoclonal especifico de las IgG1 unido a
la peroxidasa. Tras una segunda incubacién de 30 minutos a 21 + 3 °C
y un segundo lavado, se afiade la solucién de revelado (TMB
Monocomponente). En caso de presencia de inmunoglobulinas
especificas de Neospora caninum en el suero o la leche, el conjugado
permanece fijado en la cipula que contiene el protozoo y la enzima
cataliza la transformacién del cromégeno incoloro en un producto
azul. La intensidad de la coloracion es proporcional al contenido en
anticuerpos especificos presentes en la muestra.
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C. Material y equipamiento necesarios, pero

no suministrados en el kit

B Agua destilada / desmineralizada.

B Pipeta mono o multicanal de precision (gama 2 - 20 pL,
20 - 200 pLy 100 - 1000 pL) y conectores de un solo uso.
Lavador de microplacas (opcional).
Lector de microplaca (filtro 450 nm).
Incubadora a 21+3°C.

Material de laboratorio estandar:
gradilla, tapa...

Microplaca de dilucién

probeta graduada,

N

. . LN )
Kits complementarios

Tracer Neospora IgG1 (Ref.: BDE K 451-1). Material de
referencia interno para la serologia de la neosporosis mediante
ELISA.

Tracer Neospora IgG2 (Ref.: BDE K 451-2). Material de
referencia interno para la serologia de la neosporosis mediante
ELISA.

D. Precauciones de uso
B Almacenar estos reactivos entre +2 'y +8 °C.

B las tiras no utilizadas se conservan en el sobre de aluminio
cerrado herméticamente con su desecante.
B No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad.

Utilizar siempre agua destilada / desmineralizada.

B la solucién de frenado esta hecha con écido fosférico 1 M.
Manipular este producto con cuidado.

B Eliminar el material utilizado respetando la legislacion en
vigor en materia de proteccién del medio ambiente y de
gestion de residuos biolégicos.

B Conservar la solucién de TMB protegida de la luz.

E. Preparacién de las soluciones
B Las soluciones se deben preparar antes de la utilizacion.
B la solucién de lavado se debe diluir en agua destilada /
desmineralizada en una proporcion de 1:20. La solucién
cristaliza de forma espontanea en frio. Llevar el frasco a
21 £3°C para que desaparezcan todos los cristales;
mezclar bien la solucién y extraer el volumen necesario.

B la solucién de dilucidon estd lista para ser utilizado. La
soluciéon de dilucién es de color amarillo. Se utiliza para la
dilucién de las muestras, los controles positivo y negativo,
el marcador y los conjugados.

Los conjugados (IgG1y IgG2) se deben diluir en la solucién

de dilucién en una proporcion de 1:50.

B la solucién de frenado estd lista para ser utilizada.

B la solucién de TMB esta lista para ser utilizada. La solucion
debe ser completamente incolora.
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F. Procedimiento

B Todos los componentes deben llevarse a 21 + 3 °C antes de
su utilizacion.
B Leer atentamente los puntos anteriores.

Nota: Para evitar las diferencias en el tiempo de incubacion entre las
muestras, se pueden preparar las diluciones de las muestras y las
diluciones de los controles en una microplaca de dilucién antes de su
transferencia (200 uL) a la microplaca de prueba, mediante una pipeta
multicanal.

Protocolo suero (dilucién 1:20)

1. Dispensar la solucion de dilucién a razén de 190 pL por pocillo.
Afadir las muestras de los sueros y los controles a razén de
10 pL por pocillo. Homogeneizar por aspiracion / expulsion.
Cubrir e incubar la placa a 21 * 3 °C durante 30 * 3 min.
Eliminar el contenido de la microplaca. Lavar 3 veces la
microplaca con 300 pL de solucién de lavado por pocillo. Evitar
la formacién de burbujas en las clpulas y que la microplaca se
seque entre los lavados.

4. Afadir 100 pL de conjugado diluido (conjugado a-IgG1 o a-
1gG2) por pocillo. Cubrir e incubar la placa a 21 * 3 °C durante

30 £ 3 min.
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Protocolo leche (dilucién 1:4)

1. Para la leche (dilucién 1:4): dispensar la solucién de dilucién a

razén de 150 pL por pocillo. Ahadir las muestras a razén de
50 pL por pocillo. Homogeneizar por aspiracion / expulsion.
Para los controles (dilucién 1:20): dispensar la solucién de

dilucion a razén de 190 pL por pocillo. Afadir los controles a
razén de 10 pL por pocillo. Homogeneizar por aspiracion /
expulsion.
Cubrir e incubar la placa a 21 * 3 °C durante 60 * 5 min.
Eliminar el contenido de la microplaca. Lavar 3 veces la
microplaca con 300 pL de solucion de lavado por pocillo. Evitar
la formacién de burbujas en las cupulas y que la microplaca se
seque entre los lavados.

4. Afadir 100 pL de conjugado diluido (conjugado a-1gG1) por
pocillo. Cubrir e incubar la placa a 21 * 3 °C durante 60 + 5
min.

Protocolo comiin

5. Eliminar el contenido de la microplaca. Lavar 3 veces la
microplaca con 300 pL de solucién de lavado por pocillo. Evitar
la formacién de burbujas en las clpulas y que la microplaca se
seque entre los lavados.

6. Dispensar 100 pL de la solucién de TMB por pocillo. Incubar a
21 % 3 °Cdurante 10 * 1 min, protegida de la luz, y sin cubrir.

7. Dispensar la solucién de frenado a razén de 100 pL por pocillo.
El color cambia de azul a amarillo.

8. Registrar las densidades dpticas con un espectrofotdémetro de
placa utilizando un filtro de 450 nm durante los 5 minutos

siguientes a la adicion de la solucion de frenado.

G. Validacién de los resultados
La prueba solo se considerara valida si:

B |a diferencia entre las lecturas de densidad &ptica del
control positivo (suero y/o leche) y del control negativo es
superior a 0,450.

DO control positivo (suero y/o leche) = DO control negativo > 0,450
B el control negativo da una densidad éptica inferior a 0,400.

DO control negativo < 0,400

H. Interpretacién de los resultados

Calcular el coeficiente (M/P %) para cada muestra mediante la
siguiente formula:

DO muestra — DO control negativo

M/P ) = DO control positivo (syero o techey — DO control negativo * 100
‘ | Resultados | Estatus
Suero, M/P % < 70 % Negativo
I9G1 plasma M/P % > 70 % Positivo
Leche M/P % < 50 % Negativo
M/P % > 50 % Positivo
IgG2 Suero, M/P % < 30 % Negativo
plasma M/P % > 30 % Positivo

Obtenga rapida y facilmente la interpretacion de sus resultados
gracias a nuestra plataforma en linea gratuita AnalysiScreen,
disponible en nuestro sitio web: https://www.biox.com

ANALYSiSCREEN %7

AnalysiScreen™ es el nuevo médulo de lectura e interpretacion de
todos los tipos de placas ELISA Monoscreen™ y Multiscreen™.
AnalysiScreen™ es:

Gratuito

Accesible en linea a través de nuestro sitio web:
https://www.biox.com

Actualizado en tiempo real

Compatible con todos los disefios de placas Bio-
X Diagnostics

Muy féacil de usar




Protocolo suero

Dilucion de las muestras 1:20
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Protocolo leche

Dilucion de las muestras 1:4
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* |os notas no sustituyen al modo de empleo, ya que son Unicamente un resumen del mismo.
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Contact us

¥ supportimmuno@biox.com

@ www.biox.com & +32(0)84322377
il Bio-X Diagnostics

38, rue de la Calestienne
5580 Rochefort (Belgium)



