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Principiul testului:

Testul pentru virusul anemiei infectioase ecvine {EIAV) este un test de imunodifuzie gel de agar (AGID) conceput pentru a detecta
prezenta anticorpilor impotriva EIAV in serul ecvin. Testul utilizeazi o proteina recombinant3 constind din proteina central3 p26 a EIAV
pentru a detecta anticorpii specifici impotriva EIAV. Probele sunt ad3ugate in agar Noble 1% intr-o plac Petri, decupat cu un sablon cu
sapte godeuri, in care antigenul recombinant p26 al EIAV este plasat in godeul central, iar serul control pozitiv de referintd pentru EIAV
este addugat in fiecare al doilea godeu,rezultind un total de trei godeuri cu ser control pozitiv de referinta pentru EIAV pentru fiecare
sablon cu sapte godeuri. Celelalte trei godeuri rimase contin probe de testare. Probele pozitive pentru anticorpii specifici EIAV
reactioneazd cu antigenul recombinant pentru a forma un complex anticorp-antigen care este vizualizat ca o linie de precipitare intre
godeul de testare si godeul de antigen. Probele mai slabe pot s3 nu formeze o linie de precipitare completd, ci sa modifice modelul de
migrare spre interior, in directia godeului cu probd. Probele negative pentru anticorpii specifici EIAV nu vor forma o linie de precipitare
cu antigenul p26 §i nici nu vor provoca o deviere aliniilor serului control pozitiv de referint3 pentru EIAV.

Materiale furnizate: Toate materialele sunt furnizate gata de utilizare. o _
1. Antigen p26 recombinant EIAV in diluant cu proteine stabilizatoare si azid3 de sodiu drept conservant - 4 ml

2. Ser control pozitiv de referintd pentru EIAV cu proteine stabilizatoare si azid3 de sodiu drept conservant - 11 ml
Acesti reactivi sunt suficienti pentru efectuarea a pand la 200 de teste.

Materiale necesare nefurnizate:

Balantd

Micropipetd cu varfuri de unicé folosint3

Plitd sau cuptor cu microunde

Balonde 1

Apa distilatd sau deionizatd

Acid boric

Hidroxid de sodiu

Noble Agar

Vas Petri din plastic cu diametrul de 100 mm, cu capac
10. Matritd pentru imunodifuzie E1A

11. Pompa

12. Sursa de lumind cu intensitate mare, cu fascicul ingust

Precautii
1.~ Nuamestecati reactivul dintr-un kit cu cel din alt kit cu numér de serie sau lot diferit.
2. Nu utilizati dupd data de expirare indicatd pe eticheta ambalajului.
3. Numai pentru uz veterinar si numai pentru vinzare citre laboratoarele aprobate de USDA/APHIS,
4. Tratati toti reactivii si probele ca fiind potential periculoase.
5. Aduceti reactivii la temperatura camerei {15-25 °C) inainte de fiecare utilizare.

Depozitare gi stabilitate:
Toate materialele furnizate in kitu! de testare trebuie depozitate la 2-8 °C.

Recoltarea si pregétirea probelor: X

Pentru utilizarea acestui kit de testare se recomand3 utilizarea serului ecvin. Tn cazul probelor de sdnge integral, fractiunea serici trebuie
separatd prin centrifugare si decantare. Se pot utiliza si separatoare de ser. Anticoagulantele nu sunt recomandate.

Probele pot fi pastrate, cu sau fird cheag, la temperatura frigiderului (2-8 °C) timp de maximum 21 de zile. Probele p3strate cu cheag
trebuie s3 aibd fractiunea serici separatd prin centrifugare si decantare inainte de utilizare. Dacd este necesara o pastrare mai
indelungatd, serul trebuie maiintdi separat de cheag, iar probele congelate la -20 °C. Trebuie evitat} congelarea i decongelarea repetats.
Probele congelate trebuie decongelate la temperatura camerei (15-25 *C) i amestecate prin inversare usoard inainte de inceperea
testarii.
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Prepararea gelului de agar:
1

3

9 grame de acid boric (H BCh FW=61,83 g/M) se dizolvd in 1 litru de ap3 distilat3.

Se adaugd 2 grame de hidroxid de sodiu (NaOH FW= 40 g/Mg la tamponul borat si se lasa si se amestece pand la dizolvare.
Alternativ, se poate utiliza o solutie concentratd de hidroxid de sodiu'50 x (2,5 M NaOH in ap3 distilat3). Concentratia finald a
solutiei este de 0,146 M acid boric, 0,05 M NaOH. Se mdsoara pH-ul solutiei. Intervalul acceptabil este pH 8,6 +0,2.

Se adauga 10 grame de Noble Agar (1% w/v) in solutie si se amestec timp de cateva minute pand cand se obtine o suspensie
omogena.

Suspensia este apoi incalzita cu ajutorul cuptorului cu microunde sau al ?lécii de incalzire pand cand agarul se dizolv.

Se lasd sd se réceascd cateva minute si se adauga 15 mlintr-o placd de plastic cu diametrul de 100 mm.

Agarul se lasd sd se réceasca pand cand devine ferm, se pun capacele pe placi si apoi se depoziteazi inversate la 2-8 °C, timp
de pana la 7 zile, pand la utilizare.

Taierea gelului de agar:
Un sablon EIA cu 7 godeuri este utilizat pentru a forma modelele de godeuri. Existd un godeu central inconjurat de sase godeuri, la o
distantd de 2,4 mm una de alta §i cu o latime de 5,3 mm. Odatd tdiate, dopurile sunt indepartate folosind o canul3 sau un instrument
echivalent sub vid pentru a crea modelul de godeuri. Daca ingodeuri este prezentd umiditate, aceasta trebuie indepartata sau evaporat3
inainte de addugarea reactivilor si a probelor. Gelurile trebuie tiate in aceeasi zi in care urmeaza si fie utilizate.

Pasi preliminari pentru efectuarea testului:

1. Scoatei kitul de testare din frigider cu aproximativ o ord inainte de utilizare, pentru a permite reactivilor s3 ajungd la
temperatura camerei (15-25 °C).
2. Utiliza(;i un singur godeu f)entru fiecare proba de ser.
3. Identificati si inregistrati locatia godeului pentru fiecare probd.
Procedura de testare:
1. Addugati 50 L de antigen p26 recombinant EIAV {Ag) in godeul central al modelului cu sapte godeuri, astfel incat solutia s fie
la nivelul marginii superioare a godeului.
2. Adéugati 50 pL de ser control pozitiv de referintd pentru EIAV(RS) in fiecare godeu din exteriorul godeului cu antigen, astfel
incat so ugia sa fie la nivelul marginii superioare a godeului.
3 Adguglal;_i 0 pL de proba (S1-53) in cele trei godeuri ramase din model, astfel incat solutia sa fie la nivelul marginii superioare a
godeului.
a.  Sepot testa un totalde 3 probe pe model de godeuri, Dacd se testeaza mai putin de 3 probe, umpleti puturile rimase cu
o solytie , cum ar fi solutie salina tamponata cu fosfat (PBS).
b.  NOTA: Consultati Figura 1 pentru umplerea modelului de godeuri.
4, Incubafi la temperatura camerei (15-25 “Cfintr—o camera umeda inchisa.
5 Citiﬂ placa gi inregistrati rezultatul dupd 24 de ore. Dacé reactia este completd dupé 24 de ore, rezultatele pot fi raportate.
Probele slab pozitive pot necesita pdna la 48 de ore inainte ca reactia sé fie completa. .
Controlul calitatii:

Pentru ca un test sa fie considerat valid, liniile de referintd trebuie sa fie usor de vizualizat folosind o sursa de lumind de intensitate mare
si focar ngust. Terminarea liniilor, la godeul probei pentru negativ i slab pozitiv sau ca linie continud intre serul de referint3 si godeul
probei, trebuie sd fie clar vizibile.

NOTA: liniile de precipitare pot sa nu fie complet vizibile Ia 24 de ore si, prin urmare, poate fi necesard o interpretare ulterioara.

Rezultate:
Pentru interpretare trebuie utilizata o sursa de lumind cu intensitate mare si focar ingust. Cititi gelurile pe un fundal negru sau intr-o0
lumina ambientald intunecatd. Interpretati liniile de referintd conform urmatoarelor:

Pozitiv - Liniile serului control Fozitiv de referinta (RS) se unesc si formeazd o linie continua intre godeul cu antigen p26
recombinant EIAV {Ag) si godeul probei ($3, Figura 2), _
Slab pozitiv - Liniile serulul control pozitiv de referinta (RS) indreapta usor spre godeul antigenului p26 recombinant EIAV (Ag)
ﬂ se Indepdrteaz de godeurile serului control pozitiv de referintd, dar nu formeaza o linie completd (52, figura 2). _
egativ - Liniile serului control pozitiv de referinta (RSLnu se indoaie sau se indoaie usor departe de godeul antigenului p26
recombinant EIAV (Ag) si se indreapta cétre godeul probei (51, Figura 2). _ _ _
Intens pozitiv - Linile serului control pozitiv de referintd (RS) se indreaptd spre dgodeul cu antigen p26 recombinant (Ag) si se
formeaza o linie lata i cefoasd, mai aproape de %odeul antigenului decat de godeul probei (53, Figura3). _
Linii nespecifice - Acestea pot apdrea intre godeul antigenulul p26 recombinant EIAV si godeul probei, insa liniile serului control
pozitiv de referintd vor trece prin aceste linii. Liniile nespecifice nu formeaza o linie continud cu linia serului de control pozitiv
de referintd. O linie de identitate negativd sau pozitivd specifica EIAV poate fi totusi produsd in prezenta liniilor nespecifice,
insa trebule sd se acorde atentie pentru a se asigura cd proba este interpretatd in conformitate cu termenii liniilor de referinta
pozitive de control (52, Figura 3).
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. Haiﬁuirj‘gurul Fodeului -Tn jurul unor godeuri de proba poate aparea un halou sau o ceatd cauzatd de lipide sau alte materiale
* ~djnser.” Dacd liniile serului control Ipozitiv de referinta pot fi citite in continuare, haloul nu afecteazd rezultatele, Cu toate
“gt):estea, dads aceast halou face dificil3 citirea liniilor serului control pozitiv e referintd, trebuie efectuata o retstare (51, Figura
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Figura 1 Figura 2 Figura 3

Note:
1 Citiéi dupi 24-48 de ore. Rezultatele slab pozitive pot dura pénd la 48 de ore pentru a se forma; serurile din cazurile suspecte
trebuie citite din nou dupd 48 de ore. . .
Un rezultat pozitiv indica prezenv anticorpilor precipitanti impotriva EIAV in ser, Un rezultat negativ indicd faptul cd nu au fost
detectati anticorpi impotriva EIAV.
Toate rezultatele pozitive, inclusiv cele slab pozitive, trebuie retestate inainte de raportarea rezultatelor. .
Rezultatele discutabile trebuie retestate inainte de raportare. In Statele Unite, probele care continud sa produca rezultate
discutabile sau indoielnice trebuie trimise la Laboratorul National de Servicii Veterinare pentru confirmare. Pentru alte tari,
utilizatorii trebuie sd respecte Ie%ile si politicile aplicabile ale autoritatilor nationale de sndtate animala. .
5. Dacd o iapa este Fozitiva, manzul poate avea rezultate pozitive timp de mai mult de 6 luni, din cauza anticorpilor colostrali. In
acest caz, manzul §i iapa trebuie testati lunar pand la vérsta de 12 luni a ménzului, pentru a determina dacd méanzul devine
negativ.
Odatd ce un cal este considerat pozitiv la acest test, este considerat infectat pe viata.
Cail suspecti (cei cu semne clinice sau cu antecedente care sugereaza expunerea la EIAV) cu rezultat negativ la testare trebuie
testati din nou in 2-3 saptamani.
8. Infectia cu EIAV poate fi acutd, cronicd sau inaparentd. Caii cu oricare dintre aceste forme pot avea rezultat pozitiv Ia tesstarea
de anticorpi. Cail pot avea rezultat slab pozitivin perioada de incubatie. Daca se suspecteazd expunerea, 0 a doua probd trebuie
testatd dupd 2-3 saptdmani.
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Vanzarea i utilizarea produsului sunt restrictionate la laboratoarele aprobate de autoritatile statale §i federale (USDA). Probele pozitive,
discutabile sau echivoce trebuie trimise la laboratoarele statale sau federale (NVSL) pentru confirmarea rezultatelor obtinute de
autoritatile statale.

Pagina 3 din 3






ETICHETE ORIGINALE

Equinelnfecfious Anemia Virus Antibody Test Kit
For Animal Use Only

Contents: 1. Botfe Recormbinant p26 Antigen - 4 mi

Reagents sufficient to perorm 200 fests

Seral #LN1768  Exp. 06/0212026 Slore@28°C
In vitro Giagnastc testfor the detection of andoodies against ELAV in equid serum.

Ses Enclosure for Complete Directions

Manufactured By. Distributed By

A centaur.

R Eqme Hoatheare Thragh Bolechcogy

Cartsbad, CAG010 1351 04 5 Hwy West, Bdg. F, Oiahe, KS 66061

TR §0-2056180

VIN 430/PCN 6515.22 PN E44R 1
ETICHETE TRADUSE

KIT DE TESTARE A ANTICORPILOR TMPOTRIVA

VIRUSULUI ANEMIEI INFECTIOASE ECVINE
Doar pentru uz veterinar

Continut:  1......Flucon Antigen p2é recombinant - 4 ml
Qivsenr Flaton Ser Control Pozitiv de Referinta - 13 mil

Reuctivi suflcienti pentru ofectuarea a pina la 200 de teste.
tot #LN1768 Exp.06/022026  stocare lu 28°C

Test de diagnostic in vitro pentru detectia
anticorpilor impotriva AIE Tn ser ecvin

Vedeti insert inclus pentrv instructivni complote

Produs de: Distribuit de:

e A centaur.

Carlsbad, CA 92010 1361 Ol 56 Hwy West, Bidg. F, Qlathe, KS 56061
1082774 B0-2366150

VLN 430/PCN 5515.22 PR Rev 1
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