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Kit de detectie a anticorpilor Diareei Virale Bovine (BVDV) la bovine

HerdChek * BVDV Ab

Denumire si Utilizare

HerdCheck BVDV (Ab) este un kit produs de IDEXX pentru detectia anticorpilor anti BVDV in prob
de ser, plasma3 si lapte.

Informatii Generale

Virusul Diareei Virale Bovine, virusul Bolii Border (de Granita) si virusul Pestei Porcine Clasice sun
3 membrii ai genului Pestivirus din familia Flaviviridae. BVDV este unul din cei maj importanti virus
patogeni pentru bovine, cauzind pierderi considerabile in efectivele de taurine de lapte si carne, in toat:
lumea. Simptomele tipice pentru infectia cu BVDV sunt diareea, febra, urmate de reducerea productie
de lapte. Efectul imunosupresant al virusului poate determina prin consecinti infectii secundare cu
diversi agenti patogeni. Virusul traverseazi placenta inducand avorturi, fitare de produsi neviabili sat
produsi ce mor de timpuriu. O parte din viteii ce supravietuiesc infectiei devin imunotoleranti si vor
secreta o cantitate impresionantd de virus pentru toati viata. Este important si se identifice aceste animale
purtitoare pentru a ,,rupe,, ciclul viral din efectivele contaminate. Animalele purtdtoare de cele mai multe
ori mor in primii doi ani de viata datorita bolii mucoaselor. Ca urmare a infectarii in utero, BVDV este un
contaminant frecvent al produselor biologice, cum ar fi vaccinurile sau produse farmaceutice. Virusul
Diareei Virale Bovine determini sindroame similare la ovine, in timp ce virusul Pestei Porcine Clasice
determini pierderi importante in efectivele de suine fiind fnalt patogen si implicit determinand
mortalitate ridicatd. Toate pestivirusurile se pot identifica la bovine. Acest kit este destinat diagnosticului

exclusiv ,,in vitro,,.

Descriere/Principiu

HerdChek BVDV Ab este o metodd imunoenzimaticd indirects de detectie a anticorpilor anti BVDV
(Ac)in probe de ser, plasmi sau lapte provenite de la bovine.

Un format de placi de microtitrare ciiptusita cu antigen viral a fost conceput pentru detectia anticorpilor.
Anticorpii prezenti in proba se vor lega de antigenul viral capturat pe placi. Dupé incubarea probei in
godeu, anticorpii anti BVDV sunt detectati de citre conjugatul marcat cu peroxidazi. Conjugatul nelegat la
complexul antigen-anticorp este indepartat la etapele de spalare, dupi care este adaugatd o solutie de
substrat/cromogen. In prezenta enzimei, substratul este convertit intr-un compus ce reactioneazi cu
cromogenul pentru a genera o culoare albastri. Dupa addugarea solutiei de stopare, culoarea devine
galbend. Absorbanta culorii generate se va citi la o lungime de undi de 450nm ( A450) sau la o lungime
de unda duala 450nm respectiv 650nm, utilizand un spectrofotometru. Raportul Prob#/ Control Pozitiv este
calculat  utilizind absorbantele obtinute la 450 respectiv dual la 450 si 650nm, corectate pentru
absorbanta controlului negativ. Culoarea dezvoltati indici prezenta anticorpilor in proba testata.
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Reagenti
Toti reagentii se pastreazi la 2-8°C

1. Placi de microtitrare/Stripuri captusite cu antigen BVDV
2. Control Pozitiv

3.Control Negativ Iml
4.Conjugat marcat cu peroxidazi 60ml
5. Diluant pentru probe 60ml]
A.Solutie de spalare concentrati (1 0X) 480ml
B.Solutie substrat TMB 60ml
C.Solutie Stopare 60ml

Materiale necesare dar nefurnizate in kit

Pipete calibrate, automate, multicanal cu volume cuprinse intre 10-1000pl;
Varfuri de pipeta de unica folosinti;

Cilindru gradat de 500ml;

Cititor de placi cu 96 godeuri;

Apa distilatd sau deionizati;

Recipient special pentru solutiile aspirate;

Recipient pentru degeuri contaminante;

Camerd umeda sau folii de sigilare a placilor;

Vortex;

Centrifuga cu capacitatea de 2000g;

Precautii si avertismente pentru utilizatori
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Manipulati materialele avand in vedere potentialul contaminant;

Nu pipetati cu gura;

Nu méncati, nu beti §i nu fumati atunci cand manevrati probele si reagentii;

Solutia substrat este iritanta pentru ochi, sistemul respirator si piele. Evitati contactul cu ochii;

‘Nu expuneti solutia TMB la lumini puternicd sau agenti oxidanti. Manevrati  solutia TMB

utilizdnd recipienti de sticld sau plastic; ‘
Stocati toti reagentii la 2-8 °C. Aduceti reagentii la temperatura camerei (18-25°C) fnainte de

 utilizare si inapoi la frigider dupi utilizare;

Toate reziduurile trebuie decontaminate fnainte de aruncare;

Trebuie evitata contaminarea componentelor kitului;

Nu utilizati componente expirate si nu utilizati reagenti din kituri diferite;
Rezultate optime se obtin prin aplicarea strictd a protocolului de lucru. Pipetarea corecti,
respectarea timpilor de incubare §i a etapelor de spalare sunt obligatorii pentru a realiza un test
corect;

Ambele controale trebuie utilizate pentru fiecare set de testare;

Utilizafi numai apa distilata sau deionizati;

Stripurile neutilizate se plaseazi in pungi de aluminiu §i se pastreazi la 2-8 °C;
Acest kit este exclusiv de uz veterinar;




A\
R .
PreparareaReagentilor

Sol&ﬁgde spalare
N o = ) l',:vv
K\"”ff.f,.fSoluj[ia“ de spalare concentratd de 10X se echilibreaza la temperatura camerei si se agiti pentru a :
dizolva sarurile precipitate. Solutia concentrati se dilueazi 1 parte la 10 parti apa distilatd/deionizata inain
de utilizare ( ex. 30ml solutie concentratd cu 270ml de apa pentru o placa). Daca solutia 1X este prepara

In conditii sterile aceasta poate §i pastrati o siptimana la 2-8° C.

Probele

Probele proaspete sau congelate de ser, plasma sau lapte se utilizeaza in acest test. Probele integrale d
lapte trebuie centrifugate pentru 15 minute la 2000 rotatii sau se vor lasa peste noapte la 2-8° C. Nu s
face nici o pregitire in cazul probelor degresate.

Protocol de testare

Toti reagentii se aduc la temperatura camerei pentru echilibrare termica 18-25°C. Acestia se vor omogeniz:
prin migcéri ugoare sau pe vortex. Se va folosi un varf de pipetd pentru fiecare proba.

Probele de ser sau plasmi

1. Se scoate placa din folia protectoare, se marcheaza pe fisa de lucru pozitia probelor pe plac;

2. Se pun 100pl de proba in fiecare godeu. La aceasti etapa poate fi folositd o pipetd multicanal cu 8-12
canale;

3. Se pipeteazd 25l control negativ in godeurile destinate;

4. Se pipeteaza 25ul control pozitiv in godeurile destinate;

5. Se pipeteazd 25ul de proba in godeurile rdmase disponibile; pentru fiecare proba se va folosi un nou vArf
de pipetd. Se continuid cu pasul 6 din Protocolul de Testare.

Probele de lapte

1. Se scoate o placa din folia protectoare, se marcheazi pe figa de lucru pozitia probelor pe placa;
2. Se pipeteaza 100p] de diluant de proba numai in godeurile in care se gisesc controalele;
3. Se pipeteazi 25ul de control negativ;

4.Se pipeteaza 25pl de control pozitiv;
5. Se pipeteaza 100ul lapte nediluat (partea de sub stratul de grasime) in godeuri. Se continui cu pasul 6

din Protocolul de Testare.

Procedura comuni de testare pentru probele de ser, plasmi si lapte

6. Continutul godeurilor se omogenizeaza usor - se bate usor placa cu ména - sau pe vortex;

7. Se incubeaza pentru 90 de minute la temperatura camerei (18-25° C) sau peste noapte (12-18 ore) la
frigider (2-8 °C).

Protocolul cu timpul de incubare peste noapte este recomandat pentru comasatele de lapte. Indiferent de
protocol, placa se va sigila pentru a se evita uscarea acesteia;

8.Continutul godeurilor este aspirat si se elimina intr-un recipient de deseuri;

9. Fiecare godeu se spald cu aproximativ 300ul de solutie de spilare, de 5 ori.
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Continutul ~godeurilor se elimini dupa fiecare spalare. Dupa ultima spalare i respectiv. eliminare a
confinutului, placa se scuturd bine pe o hartie de filtru pentru a nu rdméane nici;0:urmé de lichid. Evitati
uscarea placii intre etapele de spalare si inainte de adaugarea urmatorului reagent

10. Adaugati 100ul de conjugat in fiecare godeu;

11.Incubati pentru 30 de minute la temperatura camerei (18-25 °C);
12.Repetati etapele 8si9;

13.Adaugati 100ul TMB in fiecare godeu;
14.Incubafi 10 minute la temperatura camerei (18-25 %C) la intuneric. incepeti cronometrarea dupa ce primul
godeu a fost umplut;

15. Adaugati 100p! de solutie de stopare in fiecare godeu pentru a stopa reactia. Solutia de stopare va fi
addugati in aceiasi ordine ca si substratul, etapa 13;

16. Citirea la spectofotometru se va face fatd de aer;

17. Masurati si inregistrai absorbantele obtinute la 450nm sau la o lungime de unda duali de 450 nm
respectiv. 650nm.

18.Calculati rezultate.

!

Rezultatele

Pentru ca metoda sa fie validatd, diferenta dintre media densitdtii optice a controlul pozitiv si cea a
controlului negativ trebuie si fie mai mare sau egald cu 0.150. Mai mult, media densititii optice a
controlului negativ trebuie sa fie mai mici sau egald cu 0.250. Pentru rezultate invalidate, trebuie si se
suspecteze o tehnica defectuoasd iar testul se va repeta urmirind cu atentie protocolul de lucru. Prezenta
sau absenfa anticorpilor anti BVDV in probi este exprimati prin raportul Proba/Control Pozitiv pentru

fiecare proba.

Vezi modelul de calcul. }
NOTA : IDEXX Laboratories detine aparatura si software-ul pentru a se calcula mediile cAat si

raportul Probi/ Control Pozitiv .

Calculul

Calculul mediei Controlului
Pozitiv (PCx)
PCl4,, + PC24,,,

PCx =

2
Exemplu :
1.380+1.400=1.390

2

Interpretarea rezultatelor

Ser, plasmi, probe de lapte individuale

1. Probe cu un raport S/P mai mic de 0.20 sunt clasificate ca negative; .
2. Probe cu unraport S/P este mai mare sau egal cu 0.20, dar mai mic de 0.3 sunt clasificate ca dubioase.

Animalele trebuie retestate.
3. Probe cu un raport S/P mai mare sau egal de 0.30 sunt clasificate ca pozitive;

Probe comasate de lapte

1. Probe cu un raport S/P mai mic de 0.20 sunt clasificate ca negative pentru BVDVAD,;
2. Probe cu unraport S/P mai mare sau egal de 0.20 sunt clasificate ca pozitive pentru BV

HerdChek BVDV Ab 4
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IDEXX RECOMANDA CITIREA COMPLETA A INSTRUCTIUNILOR INAINTE DE INCEPEREA TESTULU!I

ETAPA

ACTIUNE

& [

1. Prepararea
prob 30

repar zarea Jor

Probe de ser sau plasma
- plasarea plécilor cédptusite pe masa de lucru si inregistrarea pozitiei controalelor si a probelor;

- addugarea a 100p1 de diluant pentru proba in fiecare godeu; la acest pas se pot utiliza pipetele multican:
de 8-12 canale;

- adaugarea a 25 pl control negativ in godeurile destinate;

- addugarea a 25 pl control pozitiv in godeurile destinate;

- addugarea a 25 pul de probd in restul godeurilor; pentru fiecare proba se va utiliza un alt varf de pipet:
Probe de lapte

- plasarea placilor ciptusite pe masa de lucru §i inregistrarea pozitiei controloalelor §ia probelor;

- addugarea a 100 pl de diluant pentru proba numai in godeurile pentru controalele pozitiv respecti
negativ;

-addugarea 25 pl de control negativ in godeurile corespunzitoare;

- addugarea a 25 pl de control pozitiv in godeurile corespunzitoare;

- plasarea a 100ul de lapte nediluat (obtinut din stratul de sub stratul de grisime) in godeurile rimas
libere;

- continutul godeurilor se omogenizeazd prin batii usoare ale plicii cu ména,

- placa se incubeazi 90 de minute la temperatura camerei (18-25 °C) sau peste noapte (12-8 ore) I

2. Incubarea

probei frigider ( 2-8 °C). Protocolul de incubare peste noapte este recomandat pentru comasate de probe de lapte
La ambele protocoale, plicile se vor sigila pentru evitarea uscirii acestora sau se vor depozita fntr-c
incintd umeda.

3.Spilarea plicii | - lichidul din godeuri se indepérteaza si se depoziteaza intr-un recipient de reziduuri;
- fiecare godeu se va spdla cu aproximativ 300pul de solutie de spalare de 5 ori; lichidul de spilare dir
godeuri se aspira de fiecare datd; evitati uscarea plicii intre spalari §i fnaintea urmitoarei etape; dupa ultime
spalare, placa se va scutura ferm pe o hértie de filtru pentru indepartarea oricirei urme de lichid;

4.Adiugarea - se adaugd 100pl conjugat in fiecare godeu;

conjugatului

5. Incubarea cu | - placa se va incuba 30 de minute la temperatura camerei (18-25 °C);

conjugatul

6. Repetarea

etapei 3

7.  Adiugarea | - se distribuie 100p1 substrat in fiecare godeu;

substratului

8. Incubarea cu | - placa se incubeaza 10 minute la temperatura camerei (18-25 °C) la intuneric; incepeti sd cronometrati dup3

substratul ce primul godeu a fost umplut;

9. Stoparea | - se adaugd in fiecare godeu 100ul de solutie de stopare; aceasta se adauga in aceiasi ordine ca si substratul

reactiei ( etapa 7);

10. Misurarea/ | - blank fatd de aer;

citirea plicii

- se mdsoard i se Inregistreaza absorbanta probelor si a controalelor la 450nm sau la o lungime de banda

duald de 450nm si 650nm ;

11. Interpretare | Ser, plasmi, lapte individual < 0,20 20,20 péand la < 0,30 >0,30
/) negativ suspect pozitiv
Lapte comasat < 0,20 >0,20
negativ pozitiv

PRODUS DE:

IDEXX Switzerland AG
Stationsstrasse 12
3097 Liebefeld —Bern, Elvetia

Asistenta tehnica

Contactati distribuitorul IDEXX din tara d-voastra
sau vizitati :

www.idexx. com/ QI‘OdUCtIOﬂ[ contact

IDEXX U.S. Technical Support: 00-800-727- 43399

*CHEKIT este marcd inregistratd a IDEXX Laboratories, Inc.
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in Statele Unite si/sau alte tari.




5 pl /kit BVDV Ab Art. Nr 99-44000 = :

HerdChek* Kit de detectie anticorpi Diaree Virala Bovin3 (BVDV)

Pentru utilizare pe seruri, plasmi sau lapte.
Diagnostic in vitro. Pentru uz veterinar exclusiv.
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LABORATORIES

Conservare la2-8°C .. LOT

Distribuit de : IDEXX Europe B.V, P.0O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp, Olanda, Tel +31-(0)23 558 7000, FAX +31- (0)23 558 7233
Producitor: IDEXX Switzerland AG, Stationsstrasse 12, CH- 3097 Liebefeld —Bern, Elvetia, Tel.+41. 31.970.62.60; Fax+41.31.970.62.79
* HerdChek este marci inregistrati a IDEXX Laboratories, Inc. in Statele Unite si/sau alte tari.
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BVDV Ab Lot

HerdChek® 5 x BVDV Ab Plici de testare
—— 1 x Iml Control pozitiv
LABORATORIES 1 x 1ml Control Negativ

I x 60ml Conjugat HRPO
1 x 60ml Diluant probe

1 x 480ml Solutie de spilare concentrata 10x
1 x 60ml Substrat TMB
1 x 60ml Solutie de stopare

Conservare la 2-8°C LOT
HerdChek® BVDV Ab Art. Nr.
== Placi de testare
LABORATORIES Diagnostic in vitro.
Placi captusite cu Antigen BVDV /godeuri
—11 monofazic
Conservare la 2-8°C LOT

Distribuit de: IDEXX Europe B.V, P.0. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp, Olanda, Tel +31-(0)23 558 T, FAX +31- (0)23 5§58 7233
Prodi : IDEXX d AG, Stati 12, CH-3097 Liebefeld -Bern Elvefin Tel+41. 31.970.62.60;Fux+41.31.970.62.79
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BVDV Ab 60 ml

Art. Nr.
Diagnostic in vitro
1= Conjugat HRPO
L RA R
Conservare la 2-8°C LOT

Dutrﬂmh d¢ IDEXX Eumpc B.V,P. 0 Box 1334, 2130 EK Hoofddom, Olanda, Tel +31-(0)23 558 7000, FAX +31- (0)23 558 7233
DEXX § d AG

12, CH-3097 Lichefeld -Bern Elvetin Tel.+41. 31.970.62.60;Fax+41.31.970.62.79
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HerdChek®

BVDV Ab 1.0 ml
* | Art. Nr. '

Diagnostic in vitro

Control pozitiv

Conservare la 2-8°C LOT
Distribuit de : IDEXX Europe B.V. Producitor IDEXX
Switzerland AG
HerdChek® BVDV Ab 1.0 ml
Art, Nr.
Diagnostic in vitro
l-.-—w Control Negatiy

Conservare la 2-8°C LOT
Distribuit de IDEXX Europe B.V. Producitor IDEXX Switzerland
AG
Io=22  Concentrat 10x
LABORATORIES Art. Nr. 48 O m 1

A

Diagnostic in vitro

Solutie de spilare concentrati (x10)

Conservare la 2-8°C LOT

Distribuit de: IDEXX Europe B.V, P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp, Olanda, Tel +31-()23 558 7000, FAX +31- (6)23 558 7233

Producitor: IDEXX Switzerland AG, Stationsstrasse 12, CH- 3097

Liebefeld -Bern Ehvefia Tel+41. 31.970.62.60;Fax+41.31.970.62.79




o=t | TMB
LABORATORIES Art. Nl". 60m1
Diagnostic in vitro

Substrat TMB

Conservare la 2-8°C Data exp. LOT

Distribuit de: IDEXX Europe B.V, P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp, Olanda, Tel +31-(8)23 558 7000, FAX +31- (0)23 558 7233
Producitor: IDEXX Switzerland AG, Stationsstrasse 12, CH- 3097 Liebefeld -Bern Elvejia Tel.+41. 31.970.62.60;Fax+41.31.970.62.79

Io=c¢  Stop
LABORATORIES Art. Nr' 60ml
C Diagnostic in vitro
Solutie de stopare
Conservare la 2-8°C LOT
Distribuit de: IDEXX Europe B.V, P.O. Box 1334, 2130 EK hoofddorp, Olanda, Tel +31-()23 558 7000, FAX +31- (0)23 558 7233
Producitor: IDEXX Switzerlund AG, Stati ase 12, CH-3097 Liebefeld -Bern Etvefin Tel.+41. 31.970.62.60;Fax+41.31.970.62.79
HerdChek® BVDYV Ab 60 ml
Art. Nr.
Diagnostic in vitro
Im=ns Diluant pentru probe
L S
Conservare la 2-8°C LOT

Distribuit de: IDEXX Europe B.V, P.O. Box 1334, 2130 EK hoofddorp, Olanda, Tel +31-(0)23 558 760N, FAX +31- ()23 558 7233
Producitor: IDEXX Switzeriand AG, Stationwstrasse 12, CH- 3097 Lichefeld -Bern Elveqin Tel.+41. 31.970.62.60;Fux+41.31.970.62.79




BVDV Ab Art. Nr 99-44000

HerdChek* Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) Antibody Test kit

For use with serum, plasma and milk samples.
In vitro-diagnostic. For veterinary use only.

— .
Bl B /0N
LABORATORIES

........... 2-8°C LOT

Distributed by: IDEXX Europe B.V, P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp, The Netherlands, Tel +31-(0)23 558 7000, FAX +31- (0)23 558 7233
Manufacturer: IDEXX Switzerland AG, Stationsstrasse 12, CH- 3097 Liebefeld —Bern, Switzerland, Tel.+41. 31.970.62.60; Fax+41.31.970.62.79
* HerdChek is a trademark or a registered trademark od IDEXX Laboratories, Inc. in the United States and/or other countries.
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BVDV Ab Lot

HerdChek® 5 x BVDV Ab Test Plate
— 1 x Iml Positive control
,!A",;(',R‘;\_'T’()}’mg ) 1 x 1ml Negative control
1 x 60ml HRPO Conjugate
1 x 60ml Sample diluent

1 x 480ml Wash solution 10x concentrate
1 x 60ml TMB Substrate
1 x 60ml| Stop solution

2-8°C LOT
HerdChek® BVDYV Ab Art. Nr.
== Test plate
LABORATORIES In vitro diagnostic.
BVDV Antigen coated plate/strips
— 1 monophasic
2-8°C LOT

Distributed by: IDEXX Europe B.V,P.0. Box 1334,2130 EK Hoofddorp, The Netherlands, Tel +3140)23 558 7000, FAX +31- (1)23 558 7233
Manufacturer: IDEXX Switzerland AG, Stationxstrasse 12, CH- 3197 Lichefeld -Bern Switzerland Tel+41. 31.970.62.60;Fax+41.31.970.62.79




HerdChek® BVDV Ab 60 ml
Art. Nr.
In vitro diagnostic

HRPO Conjugate

2-8°C LOT

D\llrilmud by: lDEXX Europe B.V,P. 0 Bnl 1334, 2130 EK Hoofddorp, The Netherlands, Tel +31-(0)23 558 700, FAX +31- (0)23 558 7233
: IDE. d AG, 12, CH-3097 Licbefeld -Bern Switzerland TeL+41. 31.970.62.60;Fax+41.31.970.62.79

HerdChek® BVDV Ab 1.0 ml
* | Art. Nr.

In vitro diagnostic
Positive control

2-8°C LOT
Distributed by IDEXX Europe B.V. Manufacturer IDEXX
Switzerland AG
HerdChek® BVDYV Ab 1.0 ml
Art. Nr.

In vitro diagnostic

l----w Negative control

2-8°C LOT
Distributed by IDEXX Eurepe B.V. Manufacturer IDEXX
Switzerland AG
—~r=ns  10x Concentrate
LABORATORIES Al’t Nr' 480 m]
A In vitro diagnostic
Wash concentrate (x10)
2-8°C LOT

Distributed by: IDEXX Eurepe B.V,P.0. Box 1334,2130 EK Hoofdderp, The Netherdands, Tel +31-(1)23 558 7000, FAX +31- (0)23 558 7233
Manufacturer: IDEXX Switzerland AG, Statiunsstrasse 12, CH- 3097 Lichefeld -Bern Switzerlund Teb+41. 31.970.62.60;Fax+41.31.970.62.79




