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Test detectie anticorpi anti virusul rinotraheitei bovine (BHV-1) gE

Denumire si scopul utilizarii

IDEXX IBR gE este un test imunoenzimatic pentru detectia anticorpilor anti antigen gE «
herpesvirusului bovin 1 ( BHV-1) in probe de ser, plasma si lapte individuale si lapte in amestec :
concentrat. Prezenta anticorpilor anti gE indicd expunerea la tulpini de virus salbatic BHV-1 si/sa
vaccinuri contindnd antigenul gE. Este destinat utilizarii in managementul si in aplicarea programelc

de control si eradicare a BHV-1.
Atunci cand se utilizeaza vaccinuri deletate gE poate constitui un test de diferentiere a animalelc

vaccinate de cele infectate in mod natural.

Informatii generale
M3&surile traditionale aplicate in scopul protejarii efectivelor de bovine de efectele infectiei cu BHV-

includ administrarea de vaccinuri conventionale. S-a dovedit ca procedurile serologice standard d
evaluare a expunerii la BHV-1 dupa vaccinare nu sunt eficiente intrucdt nu pot diferentia animalel
vaccinate de cele infectate natural.

Au fost dezvoltate vaccinuri care permit diferentierea serologica. Aceste vaccinuri nu contin protein:
virald gE. Glicoproteina virald gE nu este importanta in protectia la infectie dar este prezenta in toatt
tulpinile virulente ale BHV-1. Intrucdt IDEXX IBR gE detecteaza specific anticorpii anti gE, el nu wv:
prezenta reactie cu anticorpii animalelor vaccinate cu vaccin deletat gE dar va identifica pozitiy
animalele expuse infectiei naturale sau pe cele vaccinate cu vaccinuri conventionale.

Inaintea vaccindrii cu vaccin negativ pentru gE, este necesara verificarea statusului imunitar a
animalelor cu ajutorul testului IDEXX IBR gE. Dupa vaccinare, animalele trebuie testate regulat pentri
infectia cu tulpini salbatice de IBR folosind testul IDEXX IBR gE.

Descriere si principii
Testul IDEXX IBR gE este efectuat in godeuri captusite cu antigen BHV-1. In cursul primei perioade de

incubare anticorpii anti- BHV, inclusiv cei anti gE, reactioneaza cu antigenul imobilizat. Dupa etapa de
spalare, se adauga un conjugat anticorp monoclonal anti-BHV-1-gE in godeu si acesta este lasat sa
competitioneze pentru antigenul gE in cursul celei de-a doua etape de incubare. Daca proba nu contine
anticorpi anti gE, atunci conjugatul anticorp monoclonal anti gE cuplat cu peroxidaza poate reactiona cu
antigenul gE. Alternativ, daca in proba sunt prezenti anticorpi anti gE, este blocata legarea conjugatului
anticorp monoclonal de antigen.

Dupd etapa de incubare, conjugatul nelegat este eliminat prin spalare si se adauga o solutie de substrat
si cromogen. In prezenta enzimei, substratul este transformat intr-un produs de reactie care
reactioneaza cu cromoforul generand culoare albastra. Se masoard absorbanta la 650 nm ( A650 nm)
cu ajutorul spectrofotometrului.

Rezultatele se calculeaza impartind absorbanta probei citita la 650 nm (A650 nm) la media absorbantei
controlului negativ, rezultand astfel o valoare S/N.

- Cantitatea de anticorpi anti gE este invers proportionald cu valoarea absorbantei si, implicit, cu raportul
S/N.

-Prezenta anticorpilor anti ge-BHV-1 indicd expunerea anterioara la tulpina salbatica de BHV-1 sau
vaccinarea cu- vaccin conventional cu virus viu sau inactivat. Prezenta anticorpilor anti BHV-1 detectata
cu IDEXX IBR gE si absenta anticorpilor fatd de antigenul gE detectatd cu IDEXX IBR gE indica

raspunsul la vaccin deletat gE.
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Volum

Reagenti
Placi captusite cu BHV - 1, conservate cu azida de sodiu 6 *
Control pozitiv — ser bovin pozitiv BHV-1 gE, conservat cu 1 x 6,5ml |

azida de sodiu e
Control negativ- ser bovin conservat cu azida de sodiu 1x6,5m  “1x6,5ml
Conjugat anti-BHV-1-gE cu peroxidaza in tampon, cu 1x72ml 1 x350ml -
stabilizatori proteici IR
Diluant probe; conservat cu azida de sodiu
Substrat TMB 1 x60ml 1 x315ml
Solutie de stopare 1 x60ml 1x315ml
Concentrat de spalare (10X) - conservat cu gentamicina 1x235ml  1x1440 ml

1x175ml 1 x480ml

Materiale necesare dar nefurnizate
Pipete sau dispozitivé cu pipetare multipla, varfuri de pipeta de unica folosinta, cilindru gradat de

500 ml pentru solutia de spalare, cititor de microplaci cu 96 godeuri, tuburi pentru dilutia probelor,
apa distilata sau deionizatd, dispozitiv pentru aspirarea si distribuirea lichidului de spalare. Volumele
reagentilor enumerati in procedura de testare necesita pipete de precizie +5%.

Precautii si avertizari pentru utilizatori »
Manipulati materialele biologice BHV-1 ca si cum ar putea transmite boala. Desi virusul a fost tratat

chimic, placa captusita cu antigen poate fi o sursa de BHV-1.
Nu pipetati cu gura
Nu mancati, nu beti si nu fumati in locul unde se manipuleaza reagentii

Solutia TMB poate fi iritanta pentru piele
Unele componente contin azidd de sodiu drept conservant. Aruncati contintul respectand legislatia

locald, regionald si nationald. Este necesara evitarea contamindrii conjugatului anti-BHV-1-gE cu

peroxidaza cu acest conservant.

Nu expuneti solutia TMB la lumind puternicd sau la agenti oxidanti. Manipulati solutia in flacoane

curate din plastic sau sticla.

Pastrati reagentii din kit la +2°C-8°C. Aduceti la 18-26°C inainte de utilizare si readuceti la +2°C-8°C
dupad utilizare. .

Toate reziduurile trebuie decontaminate corespunzator inainte de a fi aruncate.

Manipulati cu grija pentru a preveni contaminarea componentelor kitului.

NU utilizati kiturile dupd data de expirare si nu amestecati reagentii sau instructiunile de lucru din
truse din loturi diferite. i

Rezultate optime se obtin in conditiile respectdrii instructiunilor de lucru. In scopul asigurarii
preciziei si a acuratetei este necesar sa se pipeteze cu grija, sa se respecte timpii de incubare si de

spalare.
De uz veterinar exclusiv

Tipuri de probe si incubare

A. Probe de ser si plasma
Diluati probele de ser si controalele de doud ori (1:2) cu diluant proba. Probele de ser se incubeaza

peste noapte ( 18-24 ore) la 18-26°C, placile fiind sigilate pentru evitarea evaporarii.

B. Probe de lapte individuale sau din cisterne
Probele de lapte nediluat se incubeazd peste noapte (12-18 ore) la 18-26°C, pldcile fiind sigilate

pentru evitarea evaporarii. NOTA : Inaintea testarii este important si se separe smantana
din lapte. Prezenta acesteia in probele de testat afecteazd rezultatele testului.

Controalele pozitiv si negativ se aplica nediluate.

C. Probe lapte din cisterne, amestecate (concentrate)

" Probele de lapte reunite, concentrate sub forma de peleta se reconstituie cu 0,5 ml tampon spalare
diluat 1x. Dizolvati complet peleta. Testati probele de lapte concentrate 2 ore (£ 5 minute) la }8—
26°C. Pentru efective de animale mai mari de 50 capete se iau 2 probe. NOTA : Inaintea testarii

i
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trebuie separati smantana din lapte. Prezenta acesteia in probele de testat afecteazsa .

rezultatele testului. Controalele pozitiv si negativ se aplica nediluate.
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Prepararea solutiei de spalare
Concentratul solutiei de spalare se aduce la 18-26°C si se amesteca pentru a asigura dizolvare

sérurilor eventual precipitate. Concentratul de spdlare se dilueazd 1: 10 cu apa distilatd/deionizat
mamte de ‘utilizare.

;,.,_T‘Modul de lucru
~Toti reagentu se aduc la temperatura camerel inainte de utilizare. Reagentii se amesteca usor pri

agitare sau pe vortex.
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Scoatetl placa cdptusitd cu antigen si inregistrati pozitia probelor pe foaia de lucru.

In godeurile A1 si B1 pipetati 100 p! Control Negativ

in godeurile C1 si D1 pipetati 100 pl Control Pozitiv.

Pipetati 100 ! probe ( apte sau ser) in godeurile corespunzatoare.

Incubati probele conform instructiunilor din sectiunile A, B si C.

Spalati placa de 5 ori cu-aprox. 300 pl solutie de spalare Aspirati lichidul dupa fiecare spalare
Evitati uscarea plécii intre etapele de spdlare si inaintea adaugarii conjugatului. Dupa ultim:
spalare bateti ferm placa pentru a elimina lichidul rezidual

Pipetati 100 pl conjugat anti-BHV-1-gE cu peroxidaza in toate godeurile.

Incubati 30 minute (£ 5minute) la 18-26°C

Repetati pasul 6.

Pipetati 100 pl solutie substrat TMB in toate godeurile.

Incubati 15 minute (£ 1 minut) la 18-26°C.

Pipetati 100 pl solutie de stopare in toate godeurile pentru a stopa reactia.

Masurati si inregistrati absorbantele controalelor si ale probelor la 650 nm.

Calculati rezultatele.

Rezultate
Pentru ca testul sd fie considerat valid, media absorbantei controalelor negative minus medi:

absorbantei controalelor pozitive trebuie sd fie mai mare sau egala cu 0,300. In cazul testelo
invalide, modul de lucru poate fi suspect si testul trebuie repetat dupd studierea atenta ¢
protocolului de lucru. Prezenta sau absenta antlcorpulor anti antigenul gE se evalueaza in functie de¢

valoarea raportului S/N a fiecarei probe.

Calcule

| e A1A(650)+ A2A(650
1. | Media controalelor negative (NCx) | NCx= (650) 5 (650)
A3A(650)+ A4A(6
2. | Media controalelor pozitive (PCx) PCx = 3A(65 )er (650)
| ‘ : Pr obaA(650
3. | Raportul S/N T §/N =11 (650)
: : , : NCx

Interpretarea rezultatelor

A. Ser si plasma
1. Dacd S/N este mai mic sau egal cu 0,60 proba este consnderata pozitivd pentru anticorpi anti
antigen gE al BHV-1.
2. Daca raportul S/N este mai mare decdt 0,60 dar mai mic sau egal cu 0,70 proba trebuie
" retestatd. Daca rezultatul este acelasi, animalul trebuie retestat la o data ulterioara.
3. Daca raportul S/N este mai mare decét 0,70 proba este considerata negativa la anticorpii anti
- antigen gE ai BHV-1. '
B. Probe de lapte
‘1. Dacad S/N este mai mic sau egal cu 0,80, probe este consideratd ca reactivd pentru anticorpi
- anti-antigenul gE al BHV-1
2. -Dacd S/N este mai mare decét O, 80 proba este consideratda negativd pentru anticorpi anti-
~.antigenul. gE al BHV-1.
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IDEXX Technical Services:
IDEXX USA Tel: 1 800 548 9997 sau 1 207 556 4890

Fax: 1 800 328 5461 sau 1 207 556 4826
IDEXX Europa Tel: 00800 727 43399
Fax: 00800 433 99329

*HerdChek este marca inregistrata a IDEXX Laboratories, Inc., in Statele Unite si/sau alte state. Patent s
SUA:5,676,951 si/sau 6,403,097. SUA si/sau patente straine in curs de obtinere sau in aste :
©2011 IDEXX Laboratories, Inc. Toate drepturile rezervate.
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1 x 96 godeuri

Exclusiv pentru uz veterinar e .
vh : X
1 o

IDEXX Lahoratonies. Onc IDLXX Dive, Wenbrook. Maae (400, SUA IDEXX Furope BV, P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp. Dlanda

2 CONTROL + Yy o 4

IDEXX IBR glt Lor

6.5 ml

Exclusiv pentru
uz veterinar vDh

IDEXX Laboratories, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092, SUA
IDEXX Lurope B.V. P.O. Box 1334, 2130 LK Hoofddorp, Olanda

3 CONTROL - Tt e e

IMEXX IBR gl 1.OY

6,5 ml

Exclusiv pentru
uz veterinar VD

& 8C
vk

IDEXX 1aboratorics, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092, SUA
XX Lurope BV, PO, Box 1334, 2130 EK Hoofddomp, Olanda

4 Conjugat He1-C)2 94
IDEXX IBR gl
1LoT

350ml
Exclusiv pentru U
o VD T it
uz vetermar i X/
. Rl X
TDEXX [ aboeataries, One IDEXX Drive. Westbrook. TDEXX Furepe B.V. P.0. flox 1133, 2130 1K
Maine 04042, SUA Hoofddom, Olanda

A Substrat TMB 1I==23]
LoT
3iSml 8
Exclusiv pentru uz velerinar m - /%’” Nr.
1 X

TDEXX §aboratonies, One IDEXX Dave, Westbrook, Maine 13092 8UA IDEXX Fuope BV, P.O. Box 1334, 21M EK Hoofddorp. Olanda

B Solutie de stopare B He-)—0-4

LoT
315 ml

Exclusiv pentrs uz veterinar - i .
' St ok

XX Furope BV PO, Bov 134 2136 1K Toolddom, Olanda

TDEXX Taboratoncs, One IDEXX Dnve, Westhrook, Mane (4092, SUA
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C Solutie de spilare concentrata (10x) 2024
. Lor
480 ml 8
Iixclusiv pentru uz veterinar h e N
*C
IDEXX Labaratanes. One [DEXX Dave, Weahrook, Mane (092, STUA IDEXX Furope B.V. PO Hox 1334, 2140 K Hootddorp, Olanda
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5 Diluant probe - =9-0-4
TDEXX IBR gli Lor
480 ml S
lixclusiv pentru uz veterinar PR

vD I
xe

IDEXX Lahoratories. One IDFXX Dave. Westhrook, Maine 04002, SUA IDEXX Forope BV, P.O.L Box 1334, 2130 1K Hoofddom. (landa




IDEXX IBR gE
Test de diagnostic in vitro pentru detectia anticorpilor anti virusul
rinotraheitei infectioase bovine (gE) in probe de ser plasma sau lapte de
bovine. Materialele trebuie manipulate ca si cum ar fi capabile sa
transmita rinotraheita bovina.

Nota: Pentru uz veterinar exclusiv LOT
Reagenti Cantitatea

1.Placi captusite cu antigen BHV-1 6

2. Control pozitiv 1x6,5ml

3. Control negativ 1 x6,5ml

4. Conjugat I x 72ml

5. Diluant probe 1 x 175 ml

A. Substrat TMB 1 x 60ml

B. Solutie de stopare I x 60ml

C. Solutie de spalare concentrati (10x) 1 x 235ml

N i, 8°C
; |

: : g »cA N
IDEXX Laboratories, Inc. IDEXX lurops BV ’
One IDEXX Drive, PO Box. 1334, 2130 1K -
Westhrook Maine 04092 Hoofddormp, Olanda
SUA L “Tel. 00800-727-43399
Tel. 12075564890 sau Fax 00800-433-99329
18005489997

Idexx.com




1 Placék‘c\éptusité cu antigen BHV-1 SEROR

IDEXX IBR gk
Lor

8

1 x 96 godeuri

Exclusiv pentru uz veterinar ipre
VD /{
X

IDEXX Laberateries. Onc IDEXX Dnve, Westbeook, Maine 04092, SUA 1DEXX Lwrope B.V. P.O. Box 1334, 2130 K Hoofddorp. Olanda

2 CONTROL + )04

IDEXX IBR gk

6,5 ml

Exclusiv pentru

uz veterinar

IDEXX lLaboratorics, One IDEXX Drive, Westhrook, Maine 04092, SUA
IDEXX Europe B.V. P.O. Box 1334, 2130 kX Hoofddorp, Olanda
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3 CONTROL - el

IDEXX IBR gk
6,5 ml

Exclusiv pentru
uz veterinar

IDEXX Laboratorics, One IDEXX Drive, Westbrook, Mainc 04092, SUA
IDEXX Europe B.V. P.O. Box 1334, 2130 EK Hoolddorp, Olanda

4  Conjugat ==l
IDEXX IBR gl
Lor

2 mi
Iixclusiv pentru e
T i ¥
uz velerinar VD P i X
= xe

IDEXX Europe B.V. 1.0, Box 1334, 2130 K
1loofddorp, Olanda

IDIEXX Taboratories. Ope IDEXX Drive, Westhrook,
Matne D392, SUA

A Substrat TMB ==

Lor

60 ml
Exclusiv pentra uz velerinar

1vD

IDEXX Ewope B.V.P.O. Box 1334. 2230 EK Hoofddom, Olanda)

TDEXX Laboratories. Onc IDEXX Dnve, Wesibrook. Maine D3092, SUA

B

60 ml )
Ni

Exclusiv pentru uz veterinar - e e i
[vD ] i A |
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Solutie de stopare

TDEXX 1 ahoratones, One IDEXX Drive. Westbrook, Maine 4193, SUA IDIXX Furope BV PO, Box 1334, 2130 I'K Hoafddorp. Olanda J




C Solutie de spilarc concentrati (10x) oEXRX
Lot

3

Ni.

235 mi

Exclusiv peatru uz veterinar N, . vC
1vD : H i
sE he

IDEXX 1aboratoncs. One IDEXX Dave, Wesibrook, Maine 03092, SUA IDEXX Euiope B.V. P.O. Box 1334, 2130 EX Hoofddorp, Olanda

. el d
5 Diluant probe EEERX
IDEXX IBR gk rLor
175 ml P

N

i 8
oA

IEXX Furope B.V. P.O. lox 1334, 2130 EK Hoofddorp, Olanda

Exclusiv pentru uz veterinar
VD

IDEXX 1abormanies. Onc IDEXX Drive. Westhrook, Maine (492, SUA




IDIEXX Laboratories, Inc,
One IDEXX Drive,
Westhrook Maine 04092
SUA

Tel. 12075564890 sau
18005489997

Idexx.com

IDEXX IBR gE
Test de diagnostic in vitro pentru detectia anticorpilor anti virusul
rinotraheitei infectioase bovine (gE) in probe de ser plasma sau lapte de
bovine. Materialele trebuie manipulate ca §i cum ar fi capabile sa
transmita rinotraheita bovina,

Nota: Pentru uz veterinar exclusiv. LOT
Reagenti Cantitatea
1.Placi captusite cu antigen BHV-1 30
2. Control pozitiv 1x6,5ml
3. Control negativ 1x6,5ml
4. Conjugat 1 x 350ml
5. Diluant probe 1 x 480 ml
A. Substrat TMB 1x315ml
B. Solutie de stopare 1 x315ml
* C. Solutie de spilare concentratd (10x) 3 x 480ml
i, 8°C

VD,

IDEXX Europa B.V
PO Box. 1334, 2130 EK
Hoofddorp, Olanda

“T'el. 00800-727-43399
I'ax 00800-433-99329






