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IDEXX Leucozi Ser Screening

Set pentru detectia anticorpilor anti virusul Leucozei Enzootice Bovine

De uz veterinar exclusiv

Denumire si utilizare

IDEXX Leucozé enzootica boviné este o tehnicd imunologica enzimatica pentru detectia
anticorpilor anti-virusul leucozei enzootice bovine (BLV) in probe de ser individual sau
plasma de bovine gi amestecuri de seruri de bovine (maxim 10).

Informatii generale

Leucoza enzooticd bovina este o boalé infectioasa limfoproliferativé a bovinelor réspandita
in intreaga lume. Boala este cauzatd de un delta-retrovirus exogen, virusul leucozei
bovine care induce o infectie persistenta a unei sub-populatii de limfocite B prin integrarea
ADN-ului viral in mai multe zone ale ADN-ului celular. Majoritatea bovinelor infectate
raman sanatoase chiar daca 30% dezvolta limfocitoz4 persistenta si o parte mica (pana la
10%) dezvoltd tumori limfoide. Boala afecteazd mai ales fermele de lapte si se
raspandeste predominant pe cale orizontald prin sénge sau secretii ce contin limfocite
infectate. Deoarece nu exista nici un tratament sau vaccin, programele de eradicare sunt
bazate pe identificarea si eliminarea animalelor infectate, care se realizeazi mai ales prin
detectarea anticorpilor anti virali. Bovinele infectate aduc anticorpi specifici fatd de
proteinele virale majore chiar in stadiile precoce ale infectiei. Initial, s-a folosit testul de
imunodifuzie In gel de agar (IDGA). Cu toate acestea, sensibilitatea testului IDGA s-a
dovedit a fi redusa si s-au raportat cazuri de animale infectate ai céror anticorpi nu au
furnizat un raspuns al anticorpilor detectabil. Din aceste motive, metoda ELISA, care este
simpla, rapida si mai ales sensibil3, este utilizata pentru supravegherea cirezilor.

Descriere si principiu

Microplacile sunt captusite cu antigen BLV. Probele de testat sunt diluate si incubate n
godeuri. In timpul incubarii probelor in godeurile captusite, anticorpii specifici BLV
formeaz& complexe imune cu antigenele BLV. Dupd spalarea materialului helegat, se
adauga conjugatul enzimatic, un anticorp anti-bovine, care se leagé la orice complex imun
anticorp-antigen. Conjugatul nelegat este spélat si se adaugé substratul enzimatic (TMB).
In prezenta enzimei, substratul este oxidat i dezvoltd un compus albastru care devine
galben dupa blocare. Culoarea dezvoltatd este direct proportionald cu cantitatea de
anticorpi BLV prezenti in proba de testat.

Rezultatul este obtinut prin compararea densitétii optice a probei cu media densitatii optice
a controlului pozitiv.

IDEXX Leucozé Ser Screening




Reagerniti

Reagenti ..ow. o Volume

1 ' | Placi captysite cu antigen BLV 5 10

2 | Control pozitiv ximi | 1x1ml
3. .Coﬁtpélkﬁ‘eg ativ Tx1mil 1x1ml
4a -Qbnjugat concentrat (100x) 1x1,5ml | 1x1,5ml
4b ' 1x120ml | 1x120ml
5 Tampon de dilutie N.2 1x120m! | 2x120ml
A Substrat TMB N.13 1x60m! | 1x120ml
B Solutie de stopare N.3 1x60ml | 1x120ml
C Solutie de spalare concentratd (10x) N.2 2x100ml | 4x100ml
Alte componente : punga cu fermoar

Nota : vezi tabelul de la sfarsit pentru descrierea simboturilor internationale utilizate pe etichetele setuiui.

Conditii de pastrare
Pastrati tofi reagentii la 2-8°C. Reagentii sunt stabili pan#d la data expirdrii, stocafi
corespunzator.

Materiale necesare dar nefurnizate
o Micropipete de precizie sau micropipete multicanal

e Varfuri de micropipete uzaj zilnic

e« Cilindru gradat pentru solufia de spélare

« Cititor de micropléci cu 96 de godeuri (echipat cu filtru de 450nm)

« Spalitor de microplaci (sistem manual, semi-automat sau automat)

« Utilizati doar apa distilatd sau deionizatd pentru prepararea reagentilor utilizati in
test

Vortex sau echivalent

Capace de microplaci (folie de aluminiu sau folie adeziva)
Incubator capabil s mentind o temperaturé de +37°C (£3°C)
Agitator de microplaci

Micropléci necaptusite sau tuburi pentru prepararea probelor

& & & 8

Precautii si avertizari
« Manipulati toate materialele biologice ca potential infectioase
o Purtafi manusi de protectie/echipament de protectie/ochelari de protectie/masca
atunci cand manipulati probele si reagentii ,
o Urmariti fisele tehnice de productie pentru informatii suplimentare
« Cititi pana la sfarsit acest prospect pentru precautii i atentionéri

Practici de laborator
« Rezultate optime vor fi obtinute prin respectarea strictd a acestui protocol.
Pipetarea cu grija, respectarea timpului si a metodei de spalare in timpul procedurii
sunt necesare pentru mentinerea preciziei i a acuratetei. Utilizati varfuri de
micropipete separate pentru fiecare proba si ser martor.

e Nu expuneti solutia TMB la lumind puternica sau orice agent oxidant. Utilizatj
sticlérie curatd sau recipiente din plastic la manevrarea TMB-ului.
s Toate deseurile vor fi decontaminate corespunzator finainte de qjﬂs,trﬁqg.a_‘gg.

Eliminarea deseurilor s3 se facd in concordantd cu legislatia ocala, /reglohalﬁfl
nationala. I i)
o Lucrati cu grija pentru a preveni contaminarea componentelor kitul

reagentii neutilizati inapoi in flacoane.
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« Nu utilizati setul dup data de expirare.

Prepararea reagentilor

Controalele si probele ~

Dilufia probelor si a controalelor depinde de protocolul de incubare selectat s

faca intr-o microplacé de pre-dilutie sau in tuburi:

* Protocolul scurt (1 oré (+ 5 min) la 37°C (+ 39C)): controalele $i probele se pre-dilueaza
1:20 cu tampon de dilutie N.2.

* Protocolul peste noapte (16-24 ore la 2-8°C): pre-diluati controalele negativ si pozitiv gi
probele 1:50 cu tampon de dilutie N.2.

buie s& se

Solutia de spilare

Solutia de spalare concentratd N.2 (10x) trebuie s fie diluatd 1:10 cu apa distilata
/deionizata inainte de utilizare (ex. 30ml solutie de spalare concentratd N.2 (10x) in 270ml
apa distilata). Aceasté solutie este de acum numita ~Solutie de spalare”.

Nota: Solutia de spélare concentrats (10x) N.2 trebuie adusa la 18-26°C si agitatd bine
pentru dizolvarea oricéror saruri precipitate. Solufia de spalare este stabil pana la 3 zile
pastrata la 2-8°C.

Conjugatul
Conjugatul concentrat (100x) trebuie diluat 1:100 in tampon de dilutie N.1
Not&: Conjugatul diluat este stabil pana Ia 8 ore Ia 18-26°C.

Protocolul de testare
Toti reagentii trebuie adusi la 18-26°C inainte de utilizare. Reagentii trebuie agitati prin
tnvértire ugoara sau vortexare.

1. Luati micropidcile captusite si Inregistrati pozifia fiecdrel probe pe foaia de lucru.
Dacéa utilizati doar partial placile, scoateti doar godeurile necesare pentru probele
de testat. Puneti godeurile ramase, Tmpreuna cu desicantul in punga cu fnchidere
furnizata in kit si aduceti la 2-8°C.

2.Distributia probelor si a controalelor:

Protocolul scurt: 1 ord (x 5min.) la 37°C (+ 3°C)

e Distribuiti 100 pL control negativ DILUAT (CN) in 2 godeuri.

e Distribuiti 100uf control pozitiv DILUAT (CP) in doua godeuri

o Distribuifi 100uL probe DILUATE in godeurile rdmase

* Omogenizafi continutul godeurilor prin agitare usoara sau prin utilizarea
unui agitator de microplaci

* Acoperiti microplaca si incubati 1 ord (+ 5min.) la 37°C (£ 3°C)

Protocolul peste noapte: 16-24 ore la 2-8°C
s Distribuiti 100uL control negativ DILUAT in 2 godeuri
e Distribuiti 100 pL control pozitiv DILUAT in dous godeuri
¢ Distribuiti 100 pL. probe DILUATE in godeurile ramase
e Omogenizati continutul godeurilor prin agitare usoard sau prin utilizarea
unui agitator de microplaci
¢ Acoperiti microplaca si incubati 16-24 ore la 2-8°C

3. Aruncati solutia si spalati fiecare godeu cu aproximativ 300 HL solutie de spalare
de trei ori. Evitati uscarea plicii intre spalari si Tnainte de ad&ugarea urmatorylui
reagent. Batefi placa de fluidul rezidual din fiecare microplacd pe l;;n“’”’"""a?ta”ﬁija-l}
absorbant. 7 -G

4. Distribuiti 100 WL conjugat DILUAT in fiecare godeu. /s

5. Acoperiti microplaca si incubati timp de 30 minute (£ 3min.) la 37°C ( 3%

6. Repetafi pasul 3. W
e
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7. Distribuiti 100 pL substrat N.13 in fiecare godeu.

8. Incubati 20.minute (x 3min.) la 18-26°C ferit de lumina directa.

.9. Distribuiti 100/4L de solutie de stopare N.3 In fiecare godeu.

10.Masurati-si inregistrati valorile densittilor optice ale probelor si controalelor la

450nm- -

Nota: Cand. utilizati robotica, incubarea microplécilor Tn camera umedéa se poate face
fara s acoperiti placa. Utilizarea robofilor nu este compatibila cu agitarea ugoara sau
§tergerga plé;cilor. Pl3cile pot fi tinute pané la 1 oré la intuneric tnainte de citire.

11. Calcule:.

Controale

—  CPldyy +CP24,,

ops = _ CNldyy +CN2 Ay

CNx
2 2

Criterii de validare

CPx 20,350 CPx/CNx =3.00

Pentru incercari invalide, tehnica poate fi suspecta si incercarea trebuie repetata urméarind
respectarea instructiunilor de lucru.

Probg

Pr oba( 4450) — CNx .

B8P = N
X — X

100

13. Interpretarea rezultatelor
Seruri individuale si probe de plasma

Negative Pozitive
S/P% <60 S/P%> 60

Amestecuri de seruri

Negative Pozitive
S/IP% <40 S/IP%> 40

Nota: IDEXX define instrumentele si software potrivit pentru calcularea mediilor gi furnizarea
sumaruiui datelor.

IDEXX Leucoza Ser Screening



Pentru asistenta tehnica:

IDEXX SUA Tel: + 1 800 548 9997 sau +1 207 556 4895
IDEXX EuropaTel: +800 727 43399

Contactati managerul local IDEXX sau distribuitorul sau vizitati idexx. com/contactfpd

IDEXX gl Test With Confidence sunt marc3 inregistratd a IDEXX Laboratories, Inc., sau éjzﬁhafél sdfe
Statele Unite si/sau alte tari W
© 2019 IDEXX Laboratorles, Inc. Toate drepturile rezervate.
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IDEXX Leukosis Serum Screening

Kit de detectie a
anticorpiior virusului
Leucozei Enzootice
Bovine (LEB)
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IDEXX Leukosis Serum Sereening

Kit de detectic a
anticorpitor virusului
Leucozel Enzootice
Bovine (LEB})
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