&

maed
¥4 TN

5
; «?é' Veterinary Medkal

Research & Development

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

Descriere Generala:

Acest test de imunodifuzie (ID) pentru virusul anemiei infectioase ecvine (EIAV) detecteazd
anticorpii precipitanti in seruri de ecvidee fatd de proteina internd cu masa moleculard de
26000 (p26) purificata a virusului AIE recombinant .

Probele de ser, dacd sunt pozitive, vor forma o 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 uneasca cu linia
de control pozitiva si nici nu determin3 devierea liniilor de control positive.

Kitul Contine:

1 FlACON Aottt craeeresreseesr et et ase e seese ensean Antigen VAIE P26, 3,35 ml

1 FlaCON Ruerree et serrer e e s eneseens sensaranes Ser control pozitiv, 10 ml

Acesti reactivi sunt suficienti pentru a efectua pana la 200 de teste.

Materiale necesare, dar care nu sunt incluse in Kitul de testare.

Plit3, autoclav sau cuptor cu microunde, balanta, flacon 250 ml, pipete de laborator, frigider,
matrita standard pentru gel, pompa de vid sau pompa de filtrare cu apd, 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. Pastrati toti reactivii la 2-7 ° C. Nu inghetati. Reactivii
vor rimane stabili pdn3 la data expirdrii cAnd vor fi stocati conform instructiunilor. Nu
utilizati kitul de testare dupd data de expirare tiparitd pe cutie. Folositi echipament curat

pentru a evita contaminarea reactivilor.

Prepararea gelului de agar

1. Se prepard tamponul de borat prin amestecarea a 2 g NaOH si 9 g acid boric intr-un
litru de apd distilatd. PH-ul rezultat ar trebui sa fie de aproximativ 8,6. (

PO Box 502 P 509 334 5815 techserve@vmed com V‘ ' f{ N; o

Pullman, WA 99163 USA F 509 332 5356 www vmed.com



2. Se prepard 1% solutae de agar noble in tamponul de borat.

3. Solutia se f:erbe pana se dlzolva si apoi se autoclaveaza Ia presiune de 15°
timp de 7 minute. Alternativ, incubati solutia de agar / solutie tampon la mter’%,‘[&dem‘;\’
30 de secunde timp de aproximativ 3 minute sau pand cand agarul este"complet W/,

dizolvat.

4. Se rdceste solutia la 45°C si apoi se transferd 15 ml de solutie in placile petri cu
diametru de 100 mm sau 11 ml in tdvi de 45 x 90 mm. Agarul trebuie s3 aiba

grosimea de 2,8 mm.

5. Lasati agarul sa se raceasca intr-un mediu lipsit de praf. Scoateti capacul in timpul
rdcirii pentru a permite evacuarea vaporilor de apd. Pentru cele mai bune rezultate,
recomanddm ca placile proaspat turnate s3 fie depozitate peste noapte la 2-7 ° C
inainte de utilizare. Placile sau tavile de agar netdiate pot fi depozitate la 2-7 ° Cin
pungi cu zip-lock pentru o perioadd de pand la o sdptdmand. Verificati agarul
depozitat inainte de utilizare pentru a va asigura ca acesta nu este nici deshidratat,
nici acoperit cu umiditate.

Taierea godeurilor in gelul de agar

Se utilizeazd un model cu sapte godeuri, cu un singur godeu central si sase godeuri in 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, astfel incat marginile tdiate ale godeurilor sd@ nu se
descompuna atunci cand sunt indepartate dopurile de agar.

Dopul de agar este aspirat din godeuri folosind o canuld de metal sau de sticld cu o mica
deschidere (1-2 mm in diametru), conectat la o linie de vid. Trebuie avut grija sa se evite
separarea agarului de placd. Dacad se observd umezeala in godeuri inainte de introducerea
reactivilor sau probelor, aceasta trebuie indepartata prin aspiratie sau ldsata sd se evapore.
Placile trebuie folosite in aceeasi zi in care sunt taiate.

Cerinte pentru probe

Proba de testat trebuie sa fie ser. Proba de ser trebuie separatd de cheag cat mai curand
posibil si depozitatd la 2-7 ° C sau depozitatd congelatd pand la testare. Cu toate acestea,
serul poate fi depozitat fie pe cheag sau fara, la 2-7°C timp de pana la 28 de zile pana la
testare. Serul separat poate fi inghetat pe o perioadad nedeterminata pana la testare. Serul
hemolizat poate colora agarul, dar nu s-a demonstrat ca 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 in godeul din centru cu o micropipeta setata la 50 pl. Cincizeci
de microlitri de ser de control pozitiv (R) se vor repartiza in godeuri de fiecare parte a probei
(probelor) de testat (figura 1).

Acest aranjament oferd o linie de control pozitivd de fiecare parte a serului de testat,
facilitand astfel determinarea exactd a liniilor de identitate. Un total de trei probe pot fi

testate in fiecare model, folosind din nou cate 50 pl pentru fiecare godeu.
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Godeunlg(c,se vor umple la nivel cu agar, fird s formeze menisc. Serul sau antigenul nu

trebune $3 treacd deasupra agarului. L3sati plicile sd stea cdteva minute inainte de a le
m|§ca, pentru a reduce posibilitatea de scurgere.
Plicile se vor incuba la temperatura camerei (23 % 2°C) intr-o camerd umeda inchisa. Daca
temperatura camerei este mai mare de 25°C sau sub 20°C, trebuie utilizat un incubator de

22°C.

Validarea testului

Pentru ca testul sa fie valid, liniile de referinta (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 godeurilor cu probe negative. Dacd nu, testul nu poate fi

interpretat corect.

Interpretarea rezultatelor

Pentru a asigura iluminarea pentru citire, utilizati o sursa de lumina reglabila, cu un fascicul
ingust, pentru diferite intensitati si pozitii. Reactia trebuie observata pe fundal negru. O lupa
este utild in unele cazuri.

Dispozitivele pentru observarea reactiilor de culoare prin imunodifuzie nu sunt adecvate

pentru citirea acestui test. Sunt necesare minimum 24 de ore pentru a avea loc o reactie
completd de imunodifuzie. Dacd reactia este completa dupd 24 de ore de incubare,

rezultatul poate fi raportat.

Reactia este completd atunci cand liniile pozitive de control intra in godeul care contine o
proba negativa sau cand se formeaza o linie distinctd specifica de identitate a serului cu cea
formata de probele de ser de control pozitiv. Unele probe siab pozitive necesita 48 de ore
pentru ca reactia sa fie completd. Acestea trebuie retestate inainte ca rezultatele sa fie
raportate.

Tipul de reactie va varia in functie de concentratia de anticorpi din proba testata. Linia de
control pozitivd reprezintd baza pentru citirea testului. Daca nu este o linie distincta, atunci

testul este nevalid si trebuie repetat.

Se observa urmatoarele tipuri de reactii:

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

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

3. Slab pozitive: Liniile de control pozitive de referinta se arcuiesc usor spre godeul cu
antigen (A) si se indeparteaza de godeurile cu ser de control pozitiv (R), dar nu

formeaza o linie completa intre antigenul (A) si serul de testat (S3) (Figura 2 ). Aceste
reactii necesita o observare atenta si pot fi usor de omis. Toate probele slab pozitive

trebuie retestate inainte de raportarea rezultatelor.
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a. Manjii care sunt alaptatn dei |epe mfectate dau reactii de Ia slab Ia destul de’t pter
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cazul in care iapa si manzul sunt pozitivi, manzul trebuie retestat la varsta dé-6 luni Y
- . e A LT 4
pentru a determina daca devine negativ.In cazul in care-iapa este negativa, manzul ei :
pozitiv ar trebui considerat ca fiind infectat.

b. Reactii slab pozitive au fost observate in timpul perioadei de incubatie a AIE. Daca se
obtine 0 a doua proba doua trei saptamani mai tarziu, reactia va fi mai puternica.

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

intensificarea reactiei.

4. Intens pozitive: Liniile de control pozitiv de referinta se curbeaza spre godeul cu
antigen Tnainte de a atinge godeul care contine serul de test (S1) si apare o linie lata,
difuz3 intre serul de testat (S1) si antigen (A) (Figura 3) . Aceastd linie este situatd
foarte aproape de godeul cu antigen (A), mai ales dacd placa este observatd la 24 de

ore.

5. Linii nespecifice: Aceste linii sunt observate intre godeul cu antigen si godeul cu ser
de testat. Cu toate acestea, liniile de control pozitiv de referin{d vor trece prin linia
nespecifica si se vor continua in godeul serului de testat daca acesta este ser negativ
(nu este prezentat). Linia nespecifica nu formeaza o linie continua cu liniile de control
pozitiv de referintd. Liniile de control pozitiv de referinta vor forma unghiuri mai
ascutite cu o linie nespecifica decat cu linia de identitate specifica EIAV. Liniile
nespecifice sunt formate prin reactii proba-anticorpi cu alte antigene decat EIAV p26.
O proba de ser poate produce o linie VAIE specificd, precum si o linie nespecifica
(Figura 3, S2). Trebuie avut grija sa fie sigur ca o reactie specifica nu este ascunsa de o
linie non-VAIE. Retestarea acestor probe si observarea reactiilor la intervale
frecvente poate facilita efectuarea determinarilor daca probele sunt pozitive sau
negative.

6. Halo in jurul godeului: Ocazional, in 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 pozitive de referintd in apropierea godeului cu proba (Figura 3, $3). Dacd
testul este citit la 24 si la 48 de ore, in unele cazuri rezultatele pot fi determinate
inainte ca haloul sa acopere reactia. Cu toate acestea, in anumite cazuri nu se poate

face o determinare corecta si se solicita 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

inainte de a raporta rezultatele.
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Figura 2. Figura 3.
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Figura 2.

Caii infectati cu VAIE sunt in general considerati purtatori ai virusului pe viatd. Caii infectati
pot sd nu prezinte semne clinice luni sau ani, dar cu toate acestea sa prezinte virusul AlE
infectios Tn sadnge. 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 limiteaza la laboratoarele aprobate de oficiali de stat si
federali (USDA) pentru sandtatea 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.

Precautii

Componentele kitului trebuie manipulate si eliminate ca fiind potential periculoase. Nu
mancati, nu beti sau nu fumati acolo unde se manipuleazd probe de ser si reactivii din kit. Nu
pipetati cu gura. Anumiti reactivi pot fi daunatori dacd sunt ingerati. Daca este ingerat,
solicitati asistentd medicald. Nu utilizati 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 azida de sodiu ca si conservant.

Componenta R, ser de control pozitiv de referinta, contine azida de sodiu ca si conservant.

Veriunea 121218
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Eticheta exterioara.

Kit pentru detectia anticorpilor
Anemiei Infectioase Ecvine

USDA Product Code 5515.21

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

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

Pastiare 2-7°C Contine reagenti sufiienti pentru 200 probe

A se consulta prospectul pentru instructiunl complete., Strict de uz
veterinar

Nota pentru dientif din SUA:

Vanzarea sl utilizarea in SUA este restrictionata la laboratoarele’ aprobate
de institutiile oficiate de stat sifederale pentru sanatate animala {USDA)
U.5. Licenta Veterinaza Nr. 332

Kit pentru detectia anticorpilor
Anemiei Infectioase Ecvine

Antigen .3 35 ml
Pastrare @ 2-7%C
Nr. Lot P160404002AG

SLLTITRCT VIR Hak & 3L T DE CONEOLY
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Eticheta Antigen
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Kit pentru detectia anticorpilor

Anemiei Infectioase Ecvine
Ser pozitiv de referinta pentru control
Ser . 10 mi

Pastrare @2-7°C
Nr. Lot P1E04O4002RS
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Eticheta Ser Pozitiv de referinta pentru control




