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INSTRUCTIUNI DE FOLOSIRE A SETULUI
ND - TEST
1. Caracteristicile setului: Setul ND-TEST este utilizat pentru determinarea prin reactia de inhibohemaglutinare a titrului anticorpilor
virusului pseudopestei aviare.
2. Componentele setului: Setut ND-TEST este format din:
a) Antigen, reprezentat de o suspensie de virus al pseudopestei aviare,

(HA) al antigenului este inscris pe eticheta flaconului. : S
b) Ser pozitiv obtinut de la pasari SPF dupa hiperimunizare contra pseudopestei aviare, este prezentat sub forma liofilizata. Titrul

inhibohemaglutinant (IHA) al serului este inscris pe eticheta flaconului.
c¢) Serul negativ este reprezentat de ser obtinut de la pasari SPF, fiind prezentat sub forma liofilizata.
d) Diluantul este o solutie tampon fosfat salin (TFS) cu pH 7,2-7 4.
3. Indicatii: Setul ND-TEST se foloseste in scop de diagnostic si pentru aprecierea gradului de imunitate umorala prin reactia de
inhibohemaglutinare la p4sari vaccinate contra pseudopestei aviare.
4. Materiale de lucru: Setul ND-TEST este destinat determinarii titrului de anticorpi inhibohemaglutinanti prin  micrometoda,
folosind micropipeta multicanal cu sistem de reglare a dozajului intre 0-200 microlitri. ’
Pentru a efectua testul IHA sunt necesare urmatoarele elemente:
4.1. Pipeta multicanal reglatd fa 25 microlitri;
4.2 Pipeta unicanal cu dozaj reglabil la 25 microlitri;
Pipetele automate au doua pozitii de lucru:

a) o pozitie care masoard cantitatea fixata pe micropipeta (prima apasare); .
b) o pozitie care elibereaza intreaga cantitate din micropipeta si care reprezinta cantitatea masurata si o cantitate tampon, de

‘rezerva. Pentru a elibera cantitatea de reagent din micropipeta, necesara testului, se apasa butonul pipetei pina la prima pozitie.
4.3. Setul ND-TEST cuprinde (antigen, ser pozitiv, ser negativ si diluant); ’
4.4. Suspensia de eritrocite de paséare 1% (pct. 11.1);
4.5. Placi de microreactie cu godeuri in forma de V:
4.6. Tampon fosfat salin (TFS) cupH 7,2.7.4 (pct.11.2);
4.7. Sticlarie de laborator (pipete gradate de 1, 2, 5, 25, baloane Erlenmeyer, baloane rotunde cu fund plat).

5. Verificarea reagentilor din setul ND-TEST
5.1 Antigenul.  Antigenul se prezintd sub forma unei pastile liofilizate de culoare alb-galbuie. Pastila se reconstituie
adaugand 1 ml diluant, obtinindu-se antigenul brut. In reactia de IHA se utilizeaza antigen cu 4 UHA. Pentru prepararea acestuia se
imparte titrul antigenului inscris pe eticheta la 4 {(exemplu titru HA 128 : 4 = 32). La antigenul brut (1 ml) se adauga 31 ml TFS, pentru

obtinerea antigenului de lucru.
a)intr-o placa de reactie cu microgodeuri in forma de V se repartizeaza in primele 4 godeuri (rindurile orizontale A, B, C, D)

cate 25 microlitri de TFS cu micropipeta automata;

b) in primul godeu din rindurile A, B si C se repartizeaza cate 25 microlitri din antigenul brut.

€) se executad cu micropipeta dilutii seriate log2 (1/2, 1/4, 1/8 ---) pina la uitimul godeu din rindurile A, B, C, transferind cite 25
microlitri dintr-un godeu in altul. Dilutile se realizeaza pina la rindul 12 vertical, omogenizind de 4-5 ori fiecare dilutie inainte de

a transfera in godeul urmator;
d) se repartizeaza in toate godeurile din placa de reactie, cite 25 microlitri din suspensia de eritrocite 1% preparata ca la pct.

tulpina La Sota, stabilizat si liofilizat. Titrul hemaglutinant

5.1.

e) placa de reactie se agitd usor si se lasa in repaus 40 minute la temperatura laboratorului sau 60 minute la +40C. In acest
interval suspensia de eritrocite din rindul D trebuie sa se depuné la fundul godeului sub forma de buton distinct. Titrul hemaglutinant
este determinat de godeul unde se observa prezenta eritrocitelor in suspensie, urmata de godeul cu eritrocitele depuse sub forma de
buton. Hemaglutinarea trebuie sa fie uniforma in cel putin doud din cele trei rinduri A,B,C. Titrul HA trebuie s corespunda cu cel
inscris pe eticheta.

5.2, Serul pozitiv. Serul pozitiv se prezintd sub forma unei pastile liofilizate de culoare brun-rosietica. Pastila se
reconstituie in 1 ml de TFS (ser pozitiv brut) si apoi se dilueaza corespunzator titrului IHA inscris pe eticheta. De exemplu: titrul IHA
este 1/128. Serul pozitiv reconstituit la 1 ml se dilueaza cu inci 127 ml TFS sau se determina titrul inhibohemaglutinant (IHA) al serului
pozitiv.

Verificarea titrului IHA pentru serul pozitiv:

a) se repartizeaza in placa de reactie, in toate godeurile din rindurile A, B, C, D orizontal, cite 25 microlitri de TFS:

b) se repartizeaza in godeurile A si B rindul 1 vertical, cite 25 microlitri din serul pozitiv brut:, executandu-se dilutii seriate log2
(172, 1/4, 1/8 ---) in godeurile urmétoare prin transferul a cate 25 microlitri dintr-un godeu in altul. Dilutile se realizeaza pana la
rindul 12 vertical, omogenizand de 4-5 ori fiecare dilutie inainte de a o transfera in godeul urmator,

c) se repartizeazd in godeurile din rindurile A, B si C, cite 25 microlitri de antigen cu 4 UHA. Placa se lasa in repaus timp de
30 minute la temperatura laboratorului sau 60 minute la temperatura de +40C:

d) se adauga in toate godeurile din rindul A, B, C si D, cite 25 microlitri de suspensie 1% de eritrocite. Placa se agit3
usor si se lasa in repaus la temperatura laboratorului timp de 40 minute sau 60 minute la. temperatura de +40C. Dupa expirarea
timpului de reactie in rindul D din plac4, eritrocitele trebuie s fie depuse la fundul godeului, formand un buton rosu. In godeurile din
rindul C trebuie sa se observe eritrocite in suspensie. in godeurile din  rindurile A si B pina la dilutia 1 : 128 trebuie s3 se observe o
inhibare a hemaglutinarii, adica eritrocitele depuse sub forma de buton la fundul godeului, dupa care se observa eritrocite plutind in
suspensie, identic ca in godeurile din rindul C. Titrul IHA se apreciaza la ultimul godeu unde butonul de eritrocite este evident, iar in
urmatorul se observa eritrocite in suspensie. Titrul inhibohemaglutinant trebuie sa fie identic in ambele rinduri A si B. El reprezinta
reciproca dilutiei de ser unde IHA este completa. Titrul IHA trebuie sa corespunda cu cel inscris pe etichetd.5

5.3.  Serul negativ. Serul negativ reprezinta ser recoltat de la pasari SPF, prezentandu-se sub forma liofilizata (pastila galbui-
rogcaté). Reconstituirea lui se face prin adiugarea in flacoane de liofilizare a 5 ml TFS. Pastila se dizolvs instantaneu, obtinindu-se
serul negativ pentru lucru. -

6. Executarea reactiei IHA folosind serurile de testat.
6.1 Serurile de testat sunt inactivate 30 minute la 560C, intr-o baie Wassermann. Serurile necorespunzatoare, adica hemolizate si

contaminate bacteriologic, se exclud de la reactie. Dupa inactivare serurile se pot conserva 30 zile la temperatura de 180C.

6.2 Executarea reactiei IHA:
a) se repartizeazd cu micropipeta multicanal in toate godeurile din placa de reactie cite 25 microlitri de TFS;



b) in godeurile din rindul 1 vertical, se repartizeaza individual cu o pipetd unicanal cite 25 microlitri din serurile de testat

individualizate;
¢) cu o pipeta multicanal se executd dilutii succesive de ser pand la randul 10 vertical pentru pnma placa si apoi pana la ultimul rind

pentru urmatoarele placi;

d) se repartizeaza antigenul in dilutia de lucru (4UHA) cu o pipetd multicanal in toate godeurile, cu exceptia godeunlor dm coloana
12 A, B, C, D vertical. In godeurile din coloana 12 se repartizeaza 25 microiitru de TFS de la A la D:

e) in godeurile din coloana 11 A, B, C, D se adauga cite 25 microlitri din serul pozitiv diluat pentru IucrU;lar in godeurile din

coloana 11 E, F, G, H , cite 25 microlitri din serul negativ diluat;
fy placa de reaclie se agitd usor si se lasad in repaus la temperatura camerei timp de 40 mmute"s;a,fr’GO mmute la

temperatura de +40C; '*ﬁugmq\k\

g) dupa expirarea timpului, in placa de reactie se adauga cite 25 m|crohtn cu pipeta muiticanal, din suspensia de erifrocite 1%
preparata calapct. 11.1;

h) placa se agita usor sise lasd in repaus la temperatura laboratorului 40 min. sau 60 minute la temperatura de +40C;

i) interpretarea reactiei trebuie s& se execute dupa citirea reactiilor din godeurile din coloana 11 si 12 care trebuie sa se prezinte
astfel: - coloana 11 A, B, C, D, eritrocitele trebuie sa fie depuse sub forméa de buton (martor ser pozitiv):

- coloana 11 E, F, G, H, eritrocitele trebuie sa pluteasca in suspensie (martor ser negativ):

- coloana 12, godeurile A, B, C, D, eritrocitele vor fi depuse la fundul godeului sub forma de buton (martor eritrocite).

- coloana 12 E, F, G, H, eritrocitele trebuie sa prezinte reactie de hemaglutinare (martor antigen);

6.3. Serurile de testat sint notate individual la dilutia unde s-a peodus inhibohemaglutinarea. Titrul se exprima ca reciproca dilutiei
unde s-a produs inhibohemaglutinarea 100%, adica butonul de eritrocite este evident ca la martor (coloana 12 A, B, C, D).
Conform standardelor OIE, testul este pozitiv daca se produce o inhibitie a hemaglutinarii la dilutia de minimum 1/16 a serului de
testat, utilizandu-se antigen cu 4UHA. Monitorizarea statusului imun a efectivelor de p&sari vaccinate contra pseudopestei aviare
(PPA) se va face obligatoriu, dupa 14 zile de la ultima vaccinare in cazul vaccinurilor vii si dupa 21 zile de la imunizarea cu vaccinuri
inactivate. In baza observatiilor de laborator si a supravegherii epidemiologice efectuate pentru evaluarea statusului imun fata de
virusul PPA, utilizand setul ND-TEST, considerdam ca :

a) dupa prima vaccinare contra PPA, 75% din probele testate trebuie sa aiba titruri cuprinse intre 1/16 (24 ) 1/128 (27) ,
(aceste titruri sunt obtinute in cazul aplicarii vaccinurilor pe cale oculo/nazala, spray sau aerosoli); in situatia administrarii vaccinurilor
in apa de baut sau injectabil, titrurile obtinute sunt mai mici cu o dilutie;

b) la efectivele de pasari cu 2-4 vaccinari contra PPA, 75% din probele examinate trebuie sa aiba titruri cuprinse intre
17128 (27) 1/256 (28);

c) pentru efectivele cu mai mult de 5 vaccinari, inclusiv cele imunizate cu vaccinuri inactivate, 75% din probele examinate
trebuie sa aiba titruri cuprinse intre 1/512 (29 ) 1/2048 (211);. In situatiile decelarii unor titruri' mai mari de ia 1/4096 (212) sau la
dilutii mai mari), este obligatoriu de efectuat ancheta epidemiologica si examenul virusologic de laborator.
7. Modul de prezentare. Setul ND TEST contine trei elemente ( antigen, ser pozitiv si ser negativ) sub forma liofilizata si diluantul
pentru rehidratarea acestora, fiecare flacon avind inscris pe eticheta titrul HA sau IHA. Setul contine 50, 100, 200 sau 400 doze.
8. Valabilitatea. Valabilitatea produsului este de 2 ani de la data fabricatiei, in conditiile gastrérii la +2/+8°C.
9. Conditii de pastrare si transport. Pastrarea setului se realizeaza la temperatura de + 2/+8°C si se transporta cu masini frigorifice,
lazi izoterme etc.
10. Precautii: Antigenul reconstituit se foloseste imediat sau poate fi pastrat la frigider cel mult 48 de ore.
11. APENDIX

11.1 Prepararea suspensiei de eritrocite.
11.1.1. Pasarile donatoare trebuie sa fie lipsite de anticorpi ai pseudopestei aviare.
11.1.2. Pentru recoltarea singelui din vena axilara se utilizeaza solutia de EDTA sau citrat de sodiu 4%, in proportie de 3 parti

singe si o parte solutie anticoagulanta.
11.1.3. Spalarea eritrocitelor se va efectua prin centrifugarea si resuspendarea in TFS a eritrocitelor de cel putin 3 ori.

Suspensia de eritrocite va fi centrifugata la 1200-1500 rpm timp de 10 minute.
11.1.4. Suspensua de eritrocite poate fi pastratd sub forma de solutie stoc, daca dupa ultima centrifugare este diluata 1/1 cu TFS

si conservata la 4°C timp de 4-6 zile. '
11.1.5.Concentratia suspensiei de eritrocite folosita pentru HA si IHA este de 1% in TFS. Aceasta se prepara prin adaugarea a

1 ml de eritrocite rezultate dupa centrifugare si indepartarea supernatantului, la 99 ml TFS.
11.2. Prepararea tamponului fosfat salin (TFS) in laborator.
11.2.1. Se cintaresc si se dizolva in apa (in ordinea cintaririi) urmatoarele substante:

- clorurda de sodiu (NaCl).............oooiii e 9g
- fosfat disodic cu 12 mol. H,0O (Na;HPO4 12 H20) ........... 1.35¢g
- fosfat monosodic (NaH;PO4 Hy0) ..o 036¢g

- apa bidistilata sau deionizata .................ccoiiiii
11.2.2. Solutia obtinuta are un pH cuprins intre 7,2-7 4. Ea poate fi sterilizata la autoclav 20 minute la temperatura de 121°C.

Solutia de TFS sterilizatid poate fi pastrata la frigider timp indelungat. Solutiile nesterilizate nu pot fi pastrate, prin conservare, la
frigider mai mult de 24 ore.
11.3. Curatirea godeurilor placii de microreactie

11.3.1.  Placile sunt spalate cu apa de robinet dupa utilizare.
11.3.2. Placile se cufunda in solutie de fenol 1% timp de o ora.
11.3.3. Placile sunt curatate in jet de apa pentru a indeparta urmele de fenol.
11.3.4. Placile sunt clatite cu apad deionizatd de 3-4 ori. Fiecare sgalare va avea o durata de 10-15 minute.
11.3.5. Placile vor fi scurse i uscate la termostat la temperatura de 37°C

Curatirea placilor este necesara dupa fiecare utilizare.
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Atentie ! Placile nu trebuie curatate cu detergenti sau praf de curatat. ' o o
Rezultatele lucrarii depind in mare masura de pregétirea placii de reactie ( spalare, curatare, uscare, etc) si corectstudmeg_p:pgtgm.

Rugam a insoti orice reclamatie cu numarul de serie inscris pe flacon sau pe eticheta

Atentie ! Placile nu ramin cu reagenti dupa utilizare.
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ETICHETA PRIMARA SI SECUNDARA

%, pentru setul de diagnostic ND — TEST
Ny,

RUTI

Eticheta primari (flacon)

ND - TEST
Antigen pentru diagnosticul serologic al bolii de Newcastle prin testul de inhibohemaglutinare
Cantitatea de substantd activa: 3 ml antigen
Nr. teste/flacon: 50, 100, 200, 400 teste
Mod de utilizare: Conform prospectului
Timp de asteptare: Nu este cazul
Nr. serie Data expiririi:
Cod: B-3597 Depozitare: +2°C/+8°C

NUMAI PENTRU UZ VETERINAR.
AUTORIZATIA DE COMERCIALIZARE: ..o

ND — TEST
Ser pozitiv pentru diagnosticul serologic al bolii de Newcastle prin testul de inhibohemaglutinare
Cantitatea de substanti activi: 2 ml ser pozitiv
Nr. teste/flacon: 50, 100, 200, 400 teste
Mod de utilizare: Conform prospectului
Timp de asteptare: Nu este cazul
Nr. serie Data expirarii:
Cod. B-3597 Depozitare: +2°C/+8°C

NUMAI PENTRU UZ VETERINAR.
AUTORIZATIA DE COMERCIALIZARE: ...

ND — TEST
Ser negstiv pentru diagnosticul serologic al bolii de Newcastle prin testul de inhibohemaglutinare
Cantitatea de substantd activa: 1 ml ser pozitiv
Nr. teste/flacon: 50, 100, 200, 400 teste
Mod de utilizare: Conform prospectuli -
Timp de asteptare: Nu este cazul
Nr. serie Data expirarii:
Cod. B-3597 Depozitare: +2°C/+8°C

NUMAI PENTRU UZ VETERINAR.
AUTORIZATIA DE COMERCIALIZARE: ....coovviminminnnnnnnns




Secundari (cutie)
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oD - TEST
'S*éTfiéntm diagnosticul serologic al bolii de Newcastle prin testul de inhibohemaglutinare
Declararea substantei active si a altor substante: Anfigen liofilizat
Ser pozitiv liofilizat
Ser negativ liofilizat
Forma farmaceutica: peletd liofilizatd
Dimensiunea ambalajului: 10 seturi x 50, 100, 200, 400 teste
Specii tinta: ND-TEST se utilizeazd in diagnosticul bolii de Newcastle la gdini, curci, bibilici, fazani
Indicatii: este utilizat in laboratoarele de diagnostic peniru confirmarea sau infirmarea bolii de Newcastle

Mod de utilizare: Conform prospectului
Timp de asteptare: Nu este cazul
Data expirdrii:
Conditii speciale de depozitare si transport: se depoziteazd la +2°C/+8°C, ferit de lumind si inghet
Precautii speciale: Degeurile se vor depozita in spaii special amenajate
NUMAI PENTRU UZ VETERINAR
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