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Kit pentru detectia anticorpilor anti virusul IBR gB

Denumire si scopul utilizarii
Testul IDEXX HerdCheck IBR gB este un test imunoenzimatic pentru detectia anticorpilo
anti virusul rinotraheitei bovine ( BHV-1) in probe de ser, plasma sau lapte bovin, utilizanc

anticorpi monoclonali anti IBR gB.

Informatie generala
Rinotraheita infectioasa bovina este o maladie infectioasa, inalt contagioasa cauzatad de

Herpesvirus Bovin 1 ( BHV- 1). In afara de bolile resplratoru acest virus cauzeaza conjuctivita
vulvovaginita, avorturi , encefalita si infectii sistemice generalizate. Desi datele clinice pot sugerz
IBR, semnele respiratorii patologice nu sunt limitate la IBR. Astfel, este necesara confirmarea de
laborator pentru a identifica definitiv infectia cu BHV-1. Confirmarea expunerii la infectie natural3
cu BHV-1 este facilitatd prin masurarea anticorpilor din ser sau lapte.

S-a aratat ca testul imunoenzimatic (ELISA) pentru detectia anticorpilor anti-BHV-1 la bovine se
coreleaza cu testul de virus neutralizare (VN), desi primul poate fi mai sensibil.

Descriere/principii

Testul IDEXX HerdCheck IBR gB este un test imunoenzimatic destinat detectiei prezentei
anticorpilor anti IBR in probe de ser sau lapte bovin. in plus, acest test ELISA detecteazs
raspunsul in anticorpi indus de vaccinuri marker anti IBR care contin glicoproteina B (gB ). A fost
configurat un format de titrare in microplaca prin imobilizarea antlgenelor virale IBR pe placa. in
urma incubarii probei de testat in placa captusita cu antigene, anticorpii anti IBR formeaza un
complex cu antigenele virale imobilizate. Dupa spalarea materialelor nelegate in godeuri, se
adauga un conjugat, anticorp monoclonal anti IBR gB cuplat cu peroxidaza care nu se va lega la
antigenul BHV-1 in cazul in care determinantii antigenici recunoscuti de anticorpul monoclonal au
fost ocupati (blocati ) de anticorpii din proba de testat.
Ulterior, conjugatul nelegat este indepartat prin spalare si se adaugd o solutie de
substrat/cromogen. In prezenta enzimei, substratul este transformat intr-un produs care
reactioneaza cu cromogenul si genereaza o culoare albastra. La adaugarea solutiei de spalare,
apare o culoare galbena.
Se masoara absorbanta la o lungime de unda unica de 450 nm ( A450 nm) sau cu lungime de
unda duala, la 450 si 650 nm (A 450/650 nm).
Procentul de blocare al probelor este calculat utilizadnd absorbanta A450 nm sau A 450/650 nm a
probei de testat in raport cu absorbanta unui ser negativ de control.
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Reagenti

Pastrati toti reagentii la 2-8°C.

Volum
1 Placi/stripuri captusite cu antigen IBR 5 placi
2 Ser pozitiv de control IBR 2ml
3 Ser de Control negativ IBR 2ml
q Conjugat anticorp monoclonal anti IBR gB cuplat 60 ml

cu peroxidaza

A  Solutie de spalare concentrata (10 x ) 480 ml
B  Solutie substrat TMB/H,0, 60 mi
C  Solutie de Stopare 60 ml

Materiale necesare dar nefurnizate
e Pipete automate de 10 ul panala 1000 pl.
Varfuri de pipeta de unica folosinta
Cilindru gradat de 500 ml
Cititor microplaci
Apa distilata sau deionizata
Flacon de spalare sau spalator automat de placi
Pompa de vid , capcana aspirare si dezinfectant
Camera umeda sau sigiliu pentru placi
Vortex
Centrifuga cu tuburi, capacitate 2000xg

Precautii

Manipulati materialele biologice IBR ca si cum ar putea transmite boala.

Nu pipetati cu gura

Nu mancati, nu beti si nu fumati in locul unde se manipuleaza reagentii.

Solutia TMB poate fi iritanta pentru piele

Solutia de stopare contine HCI 1M si poate provoca arsuri

Nu expuneti solutia TMB la lumina puternica sau la agenti oxidanti. Manipulati solutia
in flacoane curate din plastic sau sticla.

o Pastrati reagentii din kit la +2°C- +8°C. Aduceti la temperatura camerei inainte de
utilizare si apoi la +2°C- +8°C dupa utilizare.

¢ Toate reziduurile trebuie decontaminate corespunzator inainte de a fi aruncate.

o Trebuie sa se evite contaminarea componentelor kit-ului.

e Nu utilizati componente expirate si nu amestecati reagentii sau instructiunile de lucru
ale truselor din loturi diferite.

e Rezultate optime se obtin in conditiile respectarii instructiunilor de lucru. Pipetarea cu
grija, cronometrarea si spalarea respectand protocolul sunt necesare pentru mentinerea
preciziei si acuratetei

e Cele doua controale se vor utiliza la fiecare testare

« Utilizati doar apa distilata sau deionizata pentru prepararea reagentilor utilizati in

testare
e Stripurile nefolosite se vor pastra in pungi sigilate la temperatura de +2°C- +8°C

e De uz veterinar exclusiv
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Prepararea probelor

Prepararea solutiei de spalare
Solutia dg spalare concentrata 10x trebuie adusa la temperatura camerei si amestecata pentri

asigura c{f_zolvarea eventualelor saruri precipitate. Solutia concentrata 10x trebuie diluata 1:10
apa djgtilata/deionizata. Exemplu : 30 mi solutie concentrata de spalare cu 270 mi apa distilata
pl@olmia de spalare diluata poate fi pastrata la frigider timp de o saptamana la +2°C- +8°C.
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Irvprepararea probelor
Se pot testa probe de ser sau plasma proaspete, racite sau congelate in prealabil.
Probele de lapte integral se utilizeaza dupa centrifugare 15 minute la 2000xg sau dupa ce au fc

lasate la +2°C- +8°C peste noapte.
Pentru laptele degresat nu este necesar un tratament prealabil.
Schimbati varful pentru fiecare proba si inregistrati pozitia sa pe placa.

Procedura de lucru

Toti reagentii trebuie echilibrati la temperatura camerei (+18°C pana la 25°C) inainte de
utilizare. Reagentii se amesteca prin rotire usoara sau prin agitare.

Probe ser/plasma
1. Scoateti placa (placile) captusitd cu antigen si inregistrati pozitia probelor f
placa.
Adaugati 50 ul Solutie de Spalare reconstituita in toate godeurile.
Adaugati 50 ul Control pozitiv in godeurile corespunzatoare.
Adaugati 50 pl Control negativ in godeurile corespunzatoare.
Adaugati 50 pl proba de ser sau plasma in restul placii.
Amestecati continutul godeurilor batand usor placa sau folositi un agitator pent
microplaci.
Incubati placa sigilata la +37°C timp de 2 ore sau peste noapte (12-18 ore) la !
8°C (in frigider). Pentru rezultate bune, placile se vor sigila cu folii sau capac
pentru evitarea evaporarii.
Probe de lapte
1. Scoateti placa (placile) captusitda cu antigen si inregistrati pozitia probelor p
placa.
2. Adaugati 100 pl Control pozitiv in godeurile corespunzatoare.
3. Adaugati 100 ul Control negativ in godeurile corespunzatoare.
4. Adaugati 100 ul proba de lapte degresat intr-un godeu sau doua godeuri p
restul placii. Utilizati varfuri diferite pentru fiecare proba.
5. Incubati placa sigilatd peste noapte (12-18 ore) la 2-8°C(in frigider). Placil
trebuie sa fie sigilate bine pentru a evita evaporarea. Urmeaza etapa 8.
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Procedurd comuna pentru probele de ser, plasma si lapte

Aspirati continutul godeurilor in rezervorul de deseuri corespunzator.
8. Aspirati continutul godeurilor intr-un rezervor
9. Spalati fiecare godeu cu aproximativ 300p! solutie de spalare de 5 ori. Aspira
lichidul din godeuri dupa fiecare spalare. Dupa ultima etapa de aspirare, bate
placa bine pentru a indeparta ultimele urme de lichid pe un material absorban

Evitati uscarea placii intre spalari si adaugarea urmatorului reagent. .~ 7\\

/o

,ﬂ(’/;?) PRI ;

SN ? HerdChék IBR gB

LLABORATORIES \;:::‘ .f; :
L - — \ v, RS -

C ==




10. Adaugati 100ul de conjugat anticorp monoclonal anti IBR- HRPO in fiecare
godeu. '

11.Incubati 1 ora la temperatura camerei (+18°C ++ 25°C)

12.Repetati etapele 8 si 9.

13.Adaugati 100l Solutie substrat in fiecare godeu.

14.Incubati 10 minute la temperatura camerei. Incepet
umplerea primului godeu.

15.Adaugati 100 pl Solutie de Stopare in fiecare godeu. Ada
in aceeasi ordine in care ati addugat solutia substrat in etap

16. Faceti Blanc fata de aer.

17.Cititi absorbanta probelor si a controalelor la 450 nm sau cu lungime de unda
duala la 450 si 650nm.

18. Calculati rezultatele.

ometrarea dupa
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Rezultate
Pentru ca testul sa fie valid ODngg 20. 500, iar procentul de blocare pentru martorul pozitiv sa fie

mai mare de 80%. Prezenta sau absenta anticorpilor IBR gB este determinata din procentajul de

blocare pentru fiecare proba.
NOTA: IDEXX detine aparatura si soft-ul potrivite pentru calculul mediilor si a procentajului de

blocare.
Calcule

Calculati valoarea medie a Controlului negativ (=ODneg).

Medie ODneg = ODneg 1Asso+ ODneg 2Aas0
2

Calculati valoarea medie a Controlului pozitiv (=ODpoz)

Medie ODpoz = ODpoz 1A450+ ODpoz 4Ass0
2
Calculati procentul de blocare al fiecarei probe de testat si cea a Controlului pozitiv conform
formulei urmatoare
Blocare% = ODneg — ODrest. X 100
ODnec

Interpretarea rezultatelor
1. Probele de lapte si ser/plasma avand procent de blocare mai mic decét 45% se

considera negative pentru anticorpi IBR
2. Probele de lapte si ser/plasma avand procent de blocare mai mare sau egal cu 45% dar

mai mic decéat 55% se considera suspecte si trebuie retestate.
3. Probele de lapte si ser/plasma avand procent de blocare 55% sau mai mare se

considera pozitive pentru anticorpi IBR.
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PROCEDURA DE LUCRU - REZUMAT

IDEXX recomanda sa fie citite instructiunile de lucru inainte de a efectua acest test

pen‘a\% prima oara .
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ACTIUNE

L. PARAREA SI DISTRIBUIREA
PHO’BE\‘I,,OR
\(}n, A

Probe de ser sau plasma

e Scoateti placa (placile) captusita cu antigen
inregistrati pozitia probelor pe placa.

e Adaugati 50 pl Solutie de Spalare reconstitui
in toate godeurile.

e Adaugati 50 pl Control pozitiv in godeuri
corespunzatoare.

o Adaugati 50 pl Control negativ in godeuri
corespunzatoare.

e Adaugati 50 ul proba de ser sau plasma |
restul placii.

e Amestecati continutul godeurilor batand usc
placa sau folositi un agitator pentru microplaci
Probe de lapte

e Scoateti placa (placile) captusita cu antigen
inregistrati pozitia probelor pe placa.

e Adaugati 100 ul Control pozitiv in godeuril
corespunzatoare.

e Adaugati 100 pl Control negativ in godeuril
corespunzatoare.

e Adaugati 100 pl proba de lapte degresat intr-u
godeu sau doua godeuri pe restul placii.

Utilizati varfuri diferite pentru fiecare proba.

2. INCUBAREA PROBELOR

Probe de ser sau plasma

e Incubati la +37°C timp de 2 ore sau pest
noapte (12-18 ore) la 2-8°C(in frigider). Placil
trebuie sa fie sigilate bine pentru a evit:
evaporarea sau incubati in camera umeda

Probe de lapte

 Incubati peste noapte (12-18 ore) la 2-8°C (ir
frigider). Placile trebuie sa fie sigilate bine pentrt
a evita evaporarea sau incubati in camera umeda

3. SPALAREA PLACII

e Aspirati continutul godeurilor intr-un rezervor

e Spalati fiecare godeu cu aproximativ 300!
solutie de spalare de 5 ori. Aspirati lichidul din
godeuri dupa fiecare spalare. Dupa ultima etap3
de aspirare, bateti placa bine pentru a indeparta
ultimele urme de lichid pe un material absorbant

4. ADAUGAREA CONJUGATULUI

e Adaugati 100ul de conjugat anticorp
monoclonal anti IBR- HRPO in fiecare godeu.

5. INCUBAREA PLACII CU CONJUGAT

e Incubati 1 ora la temperatura camerei (+18°C -
+ 25°C)

6. REPETAREA ETAPEI 3

7. ADAUGAREA SUBSTRATULUI

e Adaugati 100nl Solutie substrat in fiecare

godeu P
8. INCUBAREA PLACII CU SUBSTRAT e Incubati 10 minute la temperatura cémerel
)04 > Herdcfhek IBR gB
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evitind lumina directd. Incepeti cronometrarea
dupa umplerea primului godeu

9. STOPAREA REACTIEI e Adaugati 100 pl Solutie de Stopare in fiecare
godeu. Adaugati solutia de stopare in aceeasi
ordine in care ati addugat solutia substrat in etapa
7 ¢

10. CITIREA PLACII ¢ Faceti Blanc fata de aer.

o Cititi absorbanta probelor si a controalelor la
450 nm sau cu lungime de unda duala la 450 si

650nm.
o Calculati rezultatele.
13. INTERPRETARE < 45% 245% pana la < 55 = 55%
Blocare% pentru probe de ser/plasmai si - —
lapte negativ suspect pozitiv
P
Produs de Suport tehnic
IDEXX Switzerland AG Contactati distribuitorul local IDEXX
Stationstrasse 12 Sau vizitati
3097 Liebefeld Bern, Switzerland www.idexx.com/production/contact

IDEXX Technical Support :00-800-727-43399

*HerdChek este marca inregistrata a IDEXX laboratories Inc., in Statele Unite
si/sau alte state.
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