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ACTIVIDADES DE LABORATORIOS DE REFERENCIA Madrid, 27— 29 de junio de 2011
Preparacion de paneles de muestras para Ensayos de Intercomparacion de serologia

Ensayos de Intercomparacion serologia realizados por el
LCV

- PESTE EQUINA AFRICANA
- ENFERMEDAD AUJESZKY DETECCION DE ANTICUERPOS gE y Gb
- LEUCOSIS ENZOOTICA BOVINA

- LENGUA AZUL

- INFLUENZA AVIAR

- ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Laboratorio Central de Veterinaria
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Requisitos para la preparacion de ensayos de intercomparacion

v Definicion de los objetivos del ensayo
v Planificacion
v’ Preparacion de las muestras
v’ Estudios de homogeneidad v estabilidad de las muestras obtenidas
v' Envio de muestras e instrucciones a los participantes
v' Evaluacién de los resultados obtenidos
v’ Comunicacion de los resultados.
— v Informe final y reunién con los laboratorios participantes

Laboratorio Central de Veterinaria LCV
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA
SEROLOGIA

Tener en cuenta:

> N° de laboratorios participantes
> Tipo de muestra a ensayar y origen: suero

> Test a utilizar: ELISA para determinacion de Ac

— > Las condiciones ambientales adecuadas para

la preparacion y ensayo de las muestras y la

calibracion/validacion de los equipos y métodos
de ensayo

Laboratorio Central de Veterinaria LCV
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1
SELECCION DEL PANEL DE MUESTRAS

Origen de las muestras de ensayo:

> Sueros de referencia: OIE, EU-RLS

» Colecciones preparadas en el LCV: sueros de campo recibidos para
su analisis

» Sueros obtenidos por inoculacion de animales de experimentacion
en el animalario del LCV

A

LCV

Laboratorio Central de Veterinaria
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> N°de muestras : 10 o 12 (numeradas del 1 al 12)

> Eleccion de los sueros y del valor de referencia: positivo,
negativo,
Ej. 8 muestra positivas y 2 negativas
6 positivas, 2 neg y 2 dudosas

muestras duplicadas o distintas diluciones de una misma
muestra 1/16, 1/32, 1/64

> Preparacion de las distintas diluciones con suero fetal
bovino. La cantidad se prepara segun en n° de
participantes.

=8
Laboratorio Central de Veterinaria ’ LCV
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Una vez distribuidas se conservan congelados o liofilizados.

» Asegurar que las condiciones ambientales son las
adecuadas durante el almacenamiento

> Asegurar medios de transporte y distribucion adecuados

—— > EI LCV participa en el ensayo como un laboratorio mas.

Laboratorio Central de Veterinaria LCV




GOBIERNC HRETERID
DIE ESPAFLA, DE MEDICY AMBIENTE
T MEDIC RURALY MARING

ACTIVIDADES DE LABORATORIOS DE REFERENCIA Madrid, 27— 29 de junio de 2011
Preparacion de paneles de muestras para Ensayos de Intercomparacion de serologia

Estudios de homogeneidad vy estabilidad

El sistema de preparacion de las muestras
las caracteristicas de las mismas

y
las condiciones de conservacion tienen que asegurar

La homogeneidad y estabilidad de las mismas durante
todo el periodo de ejecucion del ensayo.

LCV

Laboratorio Central de Veterinaria
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Estudios de homogeneidad y estabilidad

Después de envasar los sueros se eligen al azar 10-15
viales (de cada suero) y se realizan los siguientes
controles:

Un control después de conservarlas a 5°C+/-3
durante una semana (refrigeradas o liofilizadas).

Un control después de conservarlas a -20°C +/-5
durante una semana y descongelarlas (refrigeradas)

o Un control después de conservarlas a temperatura
ambiente (22°C +/-5) durante una semana (refrigeradas
o liofilizadas).

Los resultados deben ser satisfactorios
%CV <=10

Laboratorio Central de Veterinaria
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PRODUCCION Y ENVASADO  &——J.

REALIZACION DE PRUEBAS

HOMOGENEIDAD Y ESTABILIDAD

AV 4

RESULTADOS ACEPTABLES | —— NGl
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e S ENVIO DE MUESTRAS
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Preparacion de instrucciones a los participantes

» Forma de manipular la muestra y conservarla

> NO° de replicas por cada muestra enviada

> Metodo analitico empleado

> Forma de expresar los resultados

> Intervalo de tiempo para enviar los resultados
— > Envio de hoja de remision de resultados

Laboratorio Central de Veterinaria




HIMETERIC i 1A
COBENO  MNETERO Hoja de remision de resultados
— T HEDIO RURALT MARINO Fecha limite de envio de resultados:
Laboratorio:
Cadigo:
Persona de
contacto:
E-mail de contacto
Resultado ELISA 1 Resultado ELISA 2
Cddigo de la INTERPRETACI
muestra ELISA HLEA ON DEL
oD %BLOQUEO/COMP RESULTADO oD INDIRECTO RESULTADO RESULTADO
ET. (pos/neg/dudos
0)
Sies
necesario
afiadir mas
columnas
para mas
ensayos con
otros kits de
diagnéstico
Kit ELISA 1: Kit ELISA 1:
N° Lote: N° Lote:
Fabricante: Fabricante:
OD Control +: OD Control +:
OD Control -: OD Control -:
Cutt off: Cutt off:
Estado Estado

acreditacion:

acreditacion:
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Tabla de codigos para cada laboratorio

| Il 11 v \% Vi Vi VIiI IX X

LAB 01 01-01 | 01-02 | 01-03 | 01-04 | 01-05 | 01-06 | 01-07 | 01-08 | 01-09 | 01-10

LAB 02 02-02 | 02-03 | 02-04 | 02-05 | 02-06 | 02-07 | 02-08 | 02-09 | 02-10 | 02-01

LAB 03 03-03 | 03-04 | 03-05 | 03-06 | 03-07 | 03-08 | 03-09 | 03-10 | 03-01 | 03-02

LAB 04 04-04 | 04-05 | 04-06 | 04-07 | 04-08 | 04-09 | 04-10 | 04-01 | 04-02 | 04-03

LAB 05 05-05 | 05-06 | 05-07 | 05-08 | 05-09 | 05-10 | 05-01 | 05-02 | 05-03 | 04-04

LAB 06 06-06 | 06-07 | 06-08 | 06-09 | 06-10 | 06-01 | 06-02 | 06-03 | 06-04 | 06-05

LAB 07 07-07 | 07-08 | 07-09 | 07-10 | 07-01 | 07-02 | 07-03 | 07-04 | 07-05 | 07-06

LAB 08 08-08 | 08-09 | 08-10 | 08-01 | 08-02 | 08-03 | 08-04 | 08-05 | 08-06 | 08-07

LAB 09 09-09 | 09-10 | 09-01 | 09-02 | 09-03 | 09-04 | 09-05 | 09-06 | 09-07 | 09-08

LAB 10 10-10 | 10-01 | 10-02 | 10-03 | 10-04 | 10-05 | 10-06 | 10-07 | 10-08 | 10-09

Cada laboratorio tiene un n° codificado

Laboratorio Central de Veterinaria LCV
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Ejemplo de muestras enviadas para un ensayo de IA

VIALES DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

SUERO NEGATIVO

Suero negativo de pavos de campo Lote 02/10
5 SUERO POSITIVO

H7N1 suero de referencia de la OIE Lote 01/07 diluido al 1/16
3 SUERO POSITIVO

H2N3 suero de referencia de la OIE Lote 01/06 diluido al 1/16
4 SUERO POSITIVO

H4N8 suero de referencia de la OIE Lote 01/07 diluido al 1/16
5 SUERO POSITIVO

H7N1 suero de referencia de la OIE Lote 01/07 diluido al 1/32
6 SUERO POSITIVO

H2N3 suero de referencia de la OIE Lote 01/06 diluido al 1/32
- SUERO DEBIL POSITIVO

—_— H4N8 suero de referencia de la OIE Lote 01/07 diluido al 1/32

SUERO NEGATIVO

Suero negativo de gallinas del animalario del LCV Lote 01/10
9 SUERO POSITIVO

H2N3 suero de referencia de la OIE Lote 01/06 diluido al 1/32
10 SUERO POSITIVO

H7N1 suero de referencia de la OIE Lote 01/07 diluido al 1/32

Laboratorio Central de Veterinaria
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Evaluacion de los resultados

En el caso de ensayos cualitativos los resultados seran:

- Correctos cuando coinciden con el valor de referencia
- Incorrectos cuando no coinciden.

A partir de los valores se puede calcular:

- Sensibilidad: porcentaje + reales correctamente asignados

- Especificidad: porcentaje — reales correctamente asignados
— - Repetitividad

- Eficiencia: aciertos respecto de muestras totales

- Falsos positivos: % de + detectados incorrectamente

- Falsos negativos: % de — detectados incorrectamente

Laboratorio Central de Veterinaria LCV
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