1JSDA Product Code 5515.21
Instructiuni de testare pentru numarul de catalog: 400-200

: ;
Descriere Generala: 1
|

Acest test de imunodifuzie (I;D) pentru virusul an(iamiei infectioase ecvine (EIAV) detecteaza
anticorpii precipitanti in sert%ri de ecvidee fatd dé proteina internd cu masa moleculara de
26000 (p26) purificatd a virusjiului AIE recombinant.

Probele de ser, dacad sunt poz%'itive, vor forma 6 linie care se va uni cu linile de control pozitive
sau care va devia liniile de control pozitive . spre interior aproape de godeul cu proba fard a
se forma o linie vizibil3. Serurile negative nu vor forma nicio linie care sa se uneasci cu linia
de control pozitiva si nici nu determind deviefrea liniilor de control positive.

«itul Contine:  *
1laCON Ao — e Antigen VAIE P26, 3,35 ml
L HACON Revroeeereveereenmnerensensesss e esessesseeseseesssseeseeeenns SET CONEIOI porzitiv, 10 mi

Acesti reactivi sunt suficienti pentru a efectua pani la 200 de teste.
-~

Iviateriale necesare, clar care nu sunt incluse in Kitul de testare.

Plitd, autoclav sau cuptor cu rnicrounde, balanta, flacon 250 ml, pipete de laborator, frigider,
matrita standard pentru gel, pompa de vid sau pompa de filtrare cu apa, micropipetor,
varfuri micropipete, camera din plastic, sursa luminoasa de mare intensitate cu fascicul
ingust, baie de apa 45°C (recomandat, dar nu obligatoriu), agar noble, NaOH, acid boric, apa

+ distilata sau deionizata, placi petri din plastic cu diametrul de 100mm sau tava din plastic de
45 x 90 mm. |

Depozitare si stabilitate

Nu utilizati componente din alte truse. Pdstrati toti reactivii la 2-7 ° C. Nu inghetati. Reactivii
vor ramadne stahili pana la data expirdrii cand vor fi stocati conform instructiunilor. Nu
utilizatk kitul de testare dupd data de expirare tipdrita pe cutie. Folositi echipament curat
pentru a evita contaminarea reactivilor. |

Prepararea gelului de agar

1. Se prepara tamponul de borat prin amestecarea a 2 g NaOH si 9 g acid boric intr-un
litru de apa distilatd. PH-ul rezultat ar trebui sd fie de aproximativ 8,6.
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2. Se preparé 1% solutie de agar noble in tamponul de borat. 2 *
3. Solutla se fierbe pand se dizolva si‘apoi se autoclaveazd la presiune de 15 | \‘21°C & .
* 7,

tlmpE de 7 minute. Alternativ, incubat solutla de agar / solutie tampon la inte
IR 30 de secunde timp: de aproximativ| 3 mmute sau pdand ‘cand agarul este co
i dizolvat. ,‘ 31 ' : '

@%03 nuINs

4, Se raceste solutia la 45°C si apoi 156 trarf\sféré 15 ml de solufie in placile petri cu
diametru de 100 mm sau 11 mi m tavi de 45 x 90 mm. Agarul trebuie s3 aib3
grosimea de 2,8 mm. '

5. Lasati agarul sa se rdceascd intr-un mediu lipsit de praf. Scoateti capacul in timpul
récirii pentru a permiite evacuarea vaporilor de apa. Pentru cele mai bune rezultate,
recomandam ca placile proaspat t‘urnate'f sa fie depozitate peste noapte la 2-7 ° C
inainte de utilizare. Placde sau tivile|de agar netdiate pot fi depozitate la 2-7 ° Cin
pungi cu zip- lock pEntru o perioads de pand la o sdptdmdnd. Verificati agarul
depozitat Thainte dezutlhzare pentruia vaiasigura cd acesta nu este nici deshidratat,
nici acoperitcu umid}'tate. |

Taierea godeurilor in gelul de agar

Se utilizeazd un model cu sapte godeuri, culun singur godeu central si sase godeuri n jurul
acestuia. Godeurile sunt la 2,4 mm distantd unele de altele si 5,3 mm in diametru. Agarul
este tdiat dupd ce s-a intdrit suficient, asffel incat marginile tdiate ale godeurilor sd nu se
descompund atunci cand sunt indepdrtate dopurile de agar.

Dopul de agar este aspirat din ‘godeuri folosind o canuld de metal sau de sticla cu o micd
deschidere {1-2 mm in diametru),“conectatrla o linie de vid. Trebuie avut grija s3 se evite
:separarea agarului de placd. Dacd se observd umezeald Tn godeuri Thainte de introducerea
reactivilor sau probelor, aceasta trebuiesndepértatd prin aspiratie sau ldsata sd se evapore.
Piicile trebuie folosite Tn aceeasi zi in care sunt tdiate.

.

Cerinte pentru probe

Proba de iestat trebuie sa fie ser. Proba de ser trebuie separata de cheag cat mai curdnd
posibil si depozitatd la 2-7 “ C sau depozitatd congelatd pand la testare. Cu toate acestea,
serul poate fi depozitat fie pe cheag sau fard, la 2-7°C timp de pdnd la 28 de zile pénd la
testare. Serul separat poate fi Inghetat pe o perioadd nedeterminatd pana la testare. Serul

L hemolizat poate colora agarul, dar nu s-a demonstrat c3 afecteazd rezultatul testului. Cu
toate acestea, nu se recomanda testarea probelor hemolizate sau contaminate.

Umplerea godeurilor si incubarea placilor cu agar

Antigenul {A) se va repartiza n godeul din centru cu o micropipeta setata la 50 pl. Cincizeci
de microlitri de ser de control pezitiv (R) se vor repartiza in godeuri de fiecare parte a probei
(proB:élor) de testat {figura 1).

Acest aranjament ofera o linie de control pozitivd de fiecare parte a serului de testat,
-+ facilitdnd astfel determinarea exactd a liniilor de identitate. Un total de trei probe pot fi
testate Tn tiecare model, folosind din nou cate 50 il pentru fiecare godeu.
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- umple la nivel cu agar, fird sa formeze menisc. Serul sau antigenu! nu

- Godeurile 58,

S trebuie 58 % _deasupra "ag’arului Lasaii ipiécile sd stea cateva minute nainte de a le’
i l I misca, ik nt duce pombnhtatea de scurgere '

Do 5k

Nt PlacHe /se,y uba la temperatura camereg (23 % 2°C) intr-o camera umedd inchisd. Dacd

merei este m’al mare de 25° C sau sub 20°C, trebuie utilizat un incubator de
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Validarea 'lfestului

Pentru ca testul sa fie valid, ;Einiile de referintd (intre godeurile cu Ser de referintd pozitiv si
godeul central cu Antigen VAIE) trebuie s3 fie|usor de vizualizat. Aceste linii trebuie sa fie clar
vizibile pana la marginea é;odeurilor cu ' probe negative. Daca nu, testul nu poate fi
interpretat corect. ‘

interpretarea rezultatelor
1

Pentru a asigura iluminarea bentru citire, Utlhzatl ‘0 sursa de lumina reglabila, cu un fascicul
fngust, pentru diferite mten51tatl si pozitii. Reactla trebuie observatd pe fundal negru. O lupa
este utild Tn unele cazuri. '

1
Dispozitivele pentru observarea reactiilor dé culoare prin imunodifuzie nu sunt adecvate
pentru citirea acestui test. Sunt necesare minimum 24 de ore pentru a avea loc o reactie
completd de lmunodlfume Daca reactia este completd dupda 24 de ore de incubare,

rezultatul poate fi raportat

K

Reactia este completa atunci cand liniile pozitive de control intrd in gedeul care contine o
probd negativa sau cind se formeaza o linie distincta specifica de identitate a serului cu cea
formata de probele de ser de control pozitiv. Unele probe slab pozitive necesitd 48 de ore
pentru ca reactia sa fie completa. Acesjea trebuie retestate nainte ca rezultatele sa fie
raportate.

Tipul de reactie va varia in functie de concentratia de anticorpi din proba testatd. Linia de
control pozitiva reprezintd baza pentru citirea testului. Daca nu este o linie distinctd, atunci
testul este nevalid si trebuie repetat.

5e observa urmatoarele tipuri de reactii:

1. Negative: Liniile de control pozitive de referinta continud in godeul cu proba de
testat fara a se arcuii sau cu o usoard arcuire departe de godeul cu antigen (A) si spre
serul de control pozitiv {Figura 2, S1, proba negativa).

2. Porzitive: Liniile de control se unesc si formeaza o linie continud cu linia dintre serul
de testat (S2) si antigen (A} (Figura 2).

3.__»$Siab pozitive: Liniile de control pozitive de referinta se arcuiesc usor spre godeul cu
antigen (A) si se Indepdrteazd de godeurile cu ser de control pozitiv (R), dar nu
formeaza o linie completd intre antigenul (A) si serul de testat (S3) (Figura 2 ). Aceste
reactii necesitd o observare atenta si pot fi usor de omis. Toate probele slab pozitive
trebuie retestate Tnainte de raportarea rezultatelor. |
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S-au ob%e fvat. reactu de umunodwuzae slaba in trei tipuri de cazuri:
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a. I\/Ianw care sunt alapiatu de iepe mfec‘tate dau reactu dela slab la destui de
carelpot persista timp de pana la va rsta de 5 luni datorita anticorpilor col
cazul in care iapa si manzul sunt poz tivi, lmanzul trebuie retestat la varsta de
pentru a determina daca devine negatlv Tn cazul in care iapa este negativd, manzul &)
pozntlv ar trebui considerat ca fiind lnfectat

&

b. Reactii slab pozitive z‘;u fost observatg in tgmpul perioadei de incubatie a AIE. Dacéd se
obtine o a doua proba dou trei saptdmani mai tarziu, reactia va fi mai puternica.

¢. Purtatorii inaparenti care nu au semne clinice de EIA pe perioade lungi de timp pot
prezenta reactii slabe la test. n aceste cazuri, retestarea are rareori ca rezultat
intensificarea reactiei.

4. Intens pozitive: LiniiEIe de control |p Dzitiv'; de referintd se curbeazd spre godeul cu
antigen Tnainte de a étlnge godeu! care cdntine serul de test {S1) si apare o linie lat3,
difuza intre serul dewtestat (s1) si: antlgen (A) (Figura 3) . Aceasta linie este situata

foarte aproape de godeul cu antigen, (A) ma: ales dac3 placa este observatd la 24 de
ore. f ‘z

5. Linii nespecifica: Aceste linii sunt c}b.Lerva:te intre godeu! cu antigen si godeul cu ser
de testat. Cu toate acestea, liniile dei control pozitiv de referintd vor trece prin linia
nespecificd'si se vor continua in godeul serului de testat dacs acesta este ser negativ
(nu este prezentat). Linia nespecifica “nu formeaza o linie continuad cu liniile de control
pozitiv de referintd. Liniile de control pozitiv de referintd vor forma unghiuri mai
ascutite cu o linie nespecificd decat cu linia de identitate specifica EIAV. Liniile
nespecifice sunt formate prin reactii brobé—anticorpi cu alte antigene decat EIAV p26.

v O probd de ser poate produce 9 linie VAIE specificd, precum si o linie nespecifica
(Figura 3, S2). Trebuia avut grijd sa fie sigur ca o reactie specificd nu este ascunsa de o
linie rion-VAIE. Retasstarea acestor probe si observarea reactiilor la intervale
frecvente poate facilita efectuarea determindrilor dacd probele sunt pozitive sau
negative.

6. Halo in jurul godeului: Ocazional, n jurul godeului cu proba de testat se va forma un
halo, datoritd lipidelor sau a altui material din ser, care poate acoperi liniile de
control porzitive de referintd in apropierea godeului cu proba (Figura 3, S3). Daca

L testul este citit la 24 si la 48 de ore, in unele cazuri rezultatele pot fi determinate
inainte ca haloul sd acopere reactia. Cu toate acestea, Tn anumite cazuri nu se poate
face o determinare corecta si se solicitd o alta proba.

Toate rezultatele pozitive trebuie confirmate prin retestare inainte ca acestea sa fie
raportate. De asemenea, probele care produc reactii dubioase trebuie retestate in duplicat
fnainte de a raporta rezultatsle.
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Figura 2.

Figura 1. Figura 2. ’ Figura 3.
L

Caii infectati cu VAIE sunt in general considerati purtatori ai virusului pe viata. Caii infectati
pot s3 nu prezinte semne clinice luni sau ani, dar cu toate acestea sa prezinte virusul AlE
infectios in sdnge. Prin urmare, orice cal adult care este pozitiv in testul ID trebuie considerat
ca fiind infectat.

Note pentru clientii din US:

Vanzarea si utilizarea in S.U.A. se limiteazd la laboratoarele aprobate de oficiali de stat si
federali (USDA) pentru sdnitatea animala. Laboratoarele Nationale de Servicii Veterinare vor
furniza periodic prbe de test codificate pentru a evalua competenta laboratoarelor aprobate
de USDA. Orice proba suspecta trebuie trimisa la Laboratoarele Nationale de Servicii
Veterinare pentru verificare.

TR

Precautii

Componentele kitului trebuie manipulate si eliminate ca fiind potential periculoase. Nu
mancati, nu beti sau nu fumati acolo unde se manipuleaza probe de ser si reactivii din kit. Nu
pipetati cu gura.- Anumiti reactivi pot fi diun3tori dac sunt ingerati.' Dacd este ingerat,
solicitati asistentd medicald. Nu utifizati reactivi eXpirati sau contaminati, sau reactivi din alte
kituri sau serii, Nu amestecati reactivi din serii diferite ale aceluiasi produs.

Componenta A, EIAV p26 Antigen, contine ézidézde sodiu ca si censervant.
Componenta R, ser de control pozitiv de referinfé,;contine azida be sodiu ca si conservant.
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KiT DE TESTARE CU ANTICORPI ANTI
VIRUSUL ANEMIE] INFECTIOASE ECVINE

14SDA Product Code 5515.2%

A . Antigen, 1 x 3.35ml
R. Ser pozitiv de referinta pentru Control, 1 x 10 ml
Instructiuni de utilizare, 1 per kit

VMRD NUMAR DE CATALOG 400-200
NUMAR SERIAL P160404-002
EXPIRATION: 11 May 2018

Pastrare 2-7°C Contine reagenti suficient paniry 200 probe

A se consulia prospectul pentru instructiuni complete. Strict de uz
veterinar

Nota peniru cientii din SUA:

Yanzarea si utilizarea in SUA esze restrictionata la laboratoarele aprobate
de Institutiile oficiale d= stat sifederale pentru sanatate animala (USDA)
1J.5. Licenia Veterinars Nr. 332

Eticheta Antigen
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