Urmatorul tabel trebuie privit ca un ghid orientatiy faja de raspunsurile nommale ale etecti elor controlate
dupd vaccinarile anti NDV:

SinasNivele titru2 2% i 2= Semnificatie
172-1/4 negativ
1/8 nesemnificativ §i cert non-protectie
1/16 — 1/64 (pentru
cel putin 75% din
probele testate)
1/32 - 1/128 (pentru
cel putin 75% din
probele testate)
1/128 — 1/512 (pentru
cel putin 75% din
_probele testate)

0 vaccinare cu vaccin viu in apa de bdut - proteciie corespunzitoare

0 vaccinare cu vaccin viu administrat oculo-conjunctival, prin aerosoli / spray -
protectie corespunzitoare

2 -4 vaccinari cu vaccin viu — proteciie corespunzitoare

- stare de imunitate inalt#, datoritd vaccinarilor repetate cu vaccinuri vii (mai mult de 5

1/512 — 172048 vaccindnl) sau revaccinin cu vaccinuri inactivate
{pentru cel putin 75% sau
din probele testate) - la titruri mai mari decét cele obignuite pentru lotul testat (de ex. la tineret 1/4096):
suspiciune de boald. ]

CONSERVARE
= Setul ND - KIT se pistreazi la2 - 8 C

VALABILITATE
24 Juni, in limita termenului inscris pe eticheta cutiei.

MATERIALE NECESARE CARE NU SUNT FURNIZATE {IN TRUSA

- pipete reglabile mona si multicanal (pentru 25pl)

- suspensie hematii 1%

- placi de microreactie cu 96 de godeuri cu fund rotund sau in forma de V
- tampon fosfat salin pH 7,2 -7 4

- sticldrie de laborator

- cronometru

OBSERVATLU
. Componentele setului se folosesc numai impreuni.
e Antigenul rehidratat se utilizeaz imediat sau poate fi pastrat cel mult 7 zile la 2-8°C.
. Reagentii se aduc la temperatura camerei (15-25°C) inaintea executarii reactiei.

PRODUCATOR

SC PASTEUR FILIALA FILIPESTI SRL
Punct de lucru Bucuresti Adresa: 333 Calea Giulesti, 060269,
Bucuresti, ROMANIA

Tel: (+4021) 220 6920; Fax: (+4021)220 6915

: Rugdm insofifi orice reclamatie cu
numdirul senei inscnis pe eticheta

SET ND - KIT PENTRU DETECTIA ANTICORPILOR
ANTI VIRUSUL BOLII DE NEWCASTLE

DETINATORUL AUTORIZATIEI DE COMERCIALIZARE

Nume: SC PASTEUR FILIALA FILIPEST! SRL
Adresa: Str. Principald, nr. 944, Filipestii de Padure, jud. Prahova, ROMANIA

Tel: +40{0)244 38.66.99; Fax: +40(0)244 38 60.32
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PREZENTARE

Setul ¥D - K/T reprezint un ansamblu de componente pentru detectia i determinarea ti
bolii de Newcastle din serul sanguin de pasire, pnin reacfia de inhibare a hemaglutinani
utilizeaza in scop de diagnostic §i pentru aprecierea statusului imunitar al efectivelor de

COMPONENTELE SETULUI
Antigen NDV liofilizat — suspensie virala, tulpina La Sota. Titrul hemaglutinant (Ty.) €3

eticheta flaconului.
- Ser pozitiv NDV, liofilizat. Titrul inhibohemaglutinant (Tua) este inscris pe eticheta flaconului.
- Ser negativ, liofilizat
- Diluant pentru rehidratarea antigenului §i a serurilor martor.

Componeat C;:l::::e Cantitate pentru Cantitate pentru
100 probe 250 probe 500 probe
Antigen (liofilizat) 1fl. x 1 ml 2fl. x I ml 3fl x1ml
Ser martor pozitiv (liofilizat) 1. x1ml 2fl. x1ml 3fl. x1ml
Ser martor negativ (liofilizat) 1l x 1 ml 2f.x1ml 3fl.x1 ml
Diluant 1. x4 ml 1. x6ml 1. x10ml
Instructiuni de utilizare a trusei 1ex 1 ex. 1ex

MOD DE LUCRU

1. Echilibrarea termici a reagentilor

Componentele trusei se aduc la temperatura camerei (15-25°C) cu ce! putin 30 de minute inainte de lucru.

2. Prepararea tamponului fosfat salin (TFS) in laborator

- Se cantliresc §i se dizolvi in apa distilati sau deionizati urmitoarele substante:

-clorurd de sodiu (NaCl) ...,

- fosfat disodic cu 12 molecule de ap4 (Na,HPO, x 12 H,0)

- fosfat monosodic cu o molecul de apa (NaH;PO. x H,0)

- apa distilatd sau deionizatd ..o

Se corecteaz pH-ul solutiei obfinute astfe! incét sd fie cupnins intre 7,2 — 7,4. Solutia obtinuti poate fi
sterilizata prin autoclavare 20 minute la 121°C. Solutia TFS sterilizat§ poate fi pAstratd la 2-8°C timp indelungat.

3. Prepararea suspensiei de hematii

- Pésirile donatoare trebuie si fie lipsite de anticorpi anti NDV;

- Hematiile vor fi recoltate din vena axilari in solugie Alsever;

- inainte de utilizare in test, hematiile se spald prin centrifugare §i resuspendare in tampon fosfat salin
TFS, de cel putin 3 ori. Centrifugarea se realizeaza la 1500 — 2000 rpm, timp de 10-15 minute;

- Suspensia de eritrocite poate fi pistrati ca stoc, daci dupd ultima centrifugare este diluatd 1/2 cu
TFS si stocati la 2-8°C timp de 4-5 zile;

- Concentratia suspensiei de hematii utilizati in test este de 1% in TFS (de exemplu: 0,5 ml suspensie
hematii + 49,5 ml TFS).

4_Verificarea componentelor setului ND - KIT

4.1. Verificarea titrului HA al antigenului

Prepararea antigenului: antigenul se prezintd sub forma unei pastile liofilizate de culoare alb-galbuie.
Pastila se rehidrateazi adaugind 1 ml diluant/flacon de antigen, obfinindu-se antigenul brut. Micrometoda [HA
utilizeazi 4 unitifi hemaglutinante (UHA). Pentru prepararea dilufiei de lucru a antigenului (cu un titru HA ce contine

4 UHA), se imparte titrul antigenului inscris pe etichet Ja 4.
De exemplu: titrul antigenului inscris pe eticheta flaconului este 256, iar titrul HA va fi 256:4 = 64..




Deci, antigenul brut rehidratat va fi diluat 1 64, adica la | ml anugen rehidratat s¢ vor adiuga 63 mi wmpon fosfat salin TFS

(Notd: antigenul se pocte prepara in caniilatea necesard peniru efectuarea testulut in funcyie de numarul
de probe, pdstrdnd insd proporyiile, de exemplu: 0,/ ml aniigen rehidratat + 6,3 ml TFS).

Verificarea antigenului: se realizeaza prin tehnica de hemaglutinare directd (micrometoda)
a) intr-o placa de microreactie cu godeuri cu fundul rotund sau in forma de V se repartizeaza in primele 4 randun

orizontale (A, B, C si D) céte 25 pl TFS;

b) in primul godeu din randurile A, B i C se adauga cate 25 pl antigen brut, rehidratat §i se omogenizeazi prin
pipetari repetate; in aceste godeuri s-a realizat dilutia 1/2 a antigenulul brut;
cu ajutorul unei pipete automate se realizeaza dilutii seriale log, (1/4, 1/8, 1/16....1/4096), transferand céte 25 pl
dintr-un godeu in urmitorul. Dupa fiecare transfer se omogenizeaza suspensia prin pipetari repetate. Dilutiile se
realizeazi pani la ultimul godeu din rAndurile A, B §i C (randut 12 vertical). Din ulumele godeuri se elimini
cate 25 pl suspensie;
d)  serepartizeaza cite 25 i TFS in toate godeurile din randurile A, B, C 5iD;
e) intoate godeurile randurilor A, B, C i D se adauga cate 25 pl suspensie 1% hematii in TFS;
f)  placa de reacie se agita usor §i sc lasa la temperatura camerei (15-25%C) timp de 40 de minute sau la 4°C timp de 60 de
minute;
dupi expirarea timpului alocat reactiei, in randul D (martorul de hematii) suspensia de hematii trebuie si se
depuni pe fundul godeului sub forma unui buton distinct. Titrul hemaglutinant al antigenului este dat de dilutia
corespunzatoare ultimului godeu unde hematiile se afld in mod evident in suspensie (absenia butonului, ca o
indicatie a hemaglutinarii). Hemaglutinarea trebuie sa fie uniforma in cel pujin 2 din cele 3 randuni A, B §i C.
Titrul hemaglutinant astfel determinat trebuie s4 corespunda valorii inscrise pe eticheta flaconului cu antigen.

<)

g)

4.2. Verificarea titrului [HA pentru serul martor pozitiv

Prepararea serului martor pozitiv: Serul martor pozitiv se prezintd sub forma uner pastile liofilizate de
culoare alb-gilbuie. Pastila se rehidrateaza in | mi TFS/flacon ser martor pozitiv, obfindndu-se serul pozitiv brut,
caruia i se va verifica titrul THA. Serul brut rehidratat se va dilua conform titrului THA inscris pe eticheta flaconului
sau conform titrului rezultat in urma verificarii. De exemplu: titrul IHA inscris pe etichetd este 1/256. Serul pozitiv
brut, rehidratat se va dilua 1:256, adici la | m! ser rehidratat se adauga 255 mi TFS.

(Notd: serul pozitiv se poate prepara si in alte cantitdfi, dupd necesitdfi, dar pdstrdnd proporfiile

corespunzéitoare dilufiei date de titrul JHA; de exemplu: 0,1 m! ser rehidratat + 25,5 ml TF! S).

Verificarea serului martor pozitiv: se realizeaza prin tehnica de inhibare a hemagiutinarii (micrometodd):

a) intr-o placi de microreacie cu godeuri cu fundul rotund sau in forma de V se repartizeaz4 in primele 4 randun
orizontale (A, B, C si D) cate 25 ul TFS;

b) in primul godeu din randurile A si B se adaugd cite 25 pl ser martor pozitiv brut, rehidratat §i se omogenizeaza
prin pipetari repetate; in aceste godeuri s-a realizat diluia 1/2 a serului martor pozitiv brut,

c) cu ajutorul unei pipete automate se realizeazi dilugii seriale log, ale serului (174, 1/8, 1/16....1/4096), transferdnd
cite 25 pl dintr-un godeu in urmatorul. Dup# fiecare transfer se omogenizeaza dilujiile astfel realizate, prin
pipetari repetate. Diluiile se realizeazi pana la ultimul godeu din randurile A §i B (rdndul 12 vertical). Din
ultimele godeuri se elimin cite 25 ul suspensie;,

d)  in toate godeurile rindurilor A, B si C se repartizeaza céte 25 pl antigen diluat corespunzator titrului inscris pe
etichet?t (astfel incit s3 aibd 4 UHA),

€)  placa de reactie se agitd usor i se lasA la temperatura camerei (15-25°C) timp de 30 de minute sau la 4°C timp de 60 de
minute;

f)  dupi expirarea timpului de reactie, in toate godeurile randurilor A, B, C §i D se adauga chte 25 pl suspensie 1%

hematii in TFS;
placa de reactie se agita usor si se lasi la temperatura camerei (15-25°C) timp de 40 de minute sau la 4°C timp

g)
de 60 de minute;
h) dupi expirarea timpului alocat reactiei, in godeurile rindului D (martorul de hematii) suspensia de hematii
- -trebuie si se depund pe fundul godeului sub forma unut buton rosu, distinct; in godeurile rAndului C (martorul
> de antigen), hematiile trebuie si fie in suspensie (absenta buton). in godeurile din randurile A si B, de la primul
g%déu pani la godeul cu dilugia corespunzitoare titrului [HA inscris pe eticheta serului, trebuie si se observe
"fg?bnm butonilor distincti. Aceasta indica o inhibare a hemaglutinarii, datorate prezeniei anticorpilor anti NDV

o~ ser. in urmitoarele godeuri, hematiile trebuie s4 fie in suspensie (absena buton), in mod identic cu randul C
(martorul de antigen).

i)  Titrul inhibohemaglutinant al serului martor pozitiv este dat reciproca dilutiei corespunzitoare ultimului godeului
unde se observa in mod evident prezenta butonului de hematii (in urmatoarele godeuri hematiile fiind in suspensie).
Titrul inhibohemaglutinant al serului martor pozitiv trebuie s fie identic in cele doua randuri A 51 B.

Titrul inhibohemaglutinant astfel determinat trebuie s3 corespund valorii inscrise pe eticheta flaconului cu ser martor pozitiv.

4.3. Serul marior negativ
Prepararea serului manor negally’ serul martor negatv se prezinta sub forma uner pastule liofilizate de

culoare alb-galbui sau galbui-roscata Pastila se rehidrateaza in 1 ml TFS/flacon de ser martor negativ, objindndu-se

serul negativ gata de utilizare
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5. Testarea serurilor de analizat cu setul ND - KIT i & _
Inactivarea serurilor de testat: Serurile de testat se inactiveazd pe b?lle de ap3, la §§°C, timp de 30 de
minute. Nu se testeaza serurile hemolizate sau contaminate bacteriologic. Dupd ina ‘iv‘zxreisemrile%e pot pastra 30 de
zile la =20°C. 2 M
Executarea reactiei IHA: f) % P AL
a)  cu ajutorul pipetei multicanal se repartizeaza céte 25 ul TFS in toate godeunle céi.;gc-i'c_aqic (godeun cu fund
rotund sau in V), e, 325
b)  se repartizeazi cite 25 yl serun de testat, in primu} godeu din randurile A, B, C, D, fﬁf@r&ﬂ:mmzeazzbs Hh
ser martor pozitiv rehidratat in primul godeu din randul G si 25 pul ser ser martor negaly idﬁﬁl‘,‘iﬂ primul”
godeu din rindul H
¢) pentru fiecare ser de testat i serul martor pozitiv se realizeaza dilutii seriale logz, pand la coloana 12 (172,
1/4,...1/4096); se elimini céte 25p] suspensie din godeurile corespunzitoare ultimei dilutii;
d)  pentru serul martor negativ se realizeazX dilufii pind la coloana 4 (1/16),
¢) se repartizeazd cite 25 pl din antigenul preparat in dilugia de lucru corespunzitoare titrutui (4 UHA), cu
exceptia godeurilor 5-12 din réndul H in care se adaugd céte 25 ul TFS (aceste godeuri reprezintd martorul de
hematii); pentru repartizare, se poate utiliza pipeta multicanal,
f)  placa de reactic se agitd usor pentru omogenizare si se incubeazi la temperatura camerei (15-2
de minute sau la 4°C timp de 60 de minute;
dupi expirarea timpului de reactie, in toate godeurile plicii de reactie se adauga céte 25 pl suspensie 1%
hematii de gain4, preparati in TFS; pentru repartizare, se poate utiliza pipeta multicanal,
h)  placa de reactic se agitd ugor pentru omogenizare §i se incubeaza la temperatura camerei (15-25°C) timp de 40
de minute sau Ja 4°C timp dc 60 de minute;
Dupi expirarea timpului alocat reactiei, se interpreteaza rezultatele prin citirea reactiilor din godeurile ce confin
serurile de testat si compararea lor cu reactiile din godeurile randurilor G si H, ce con{in martorii pozitiv si
negativ 5i martorul de hematii. Titrul inhibohemaglutinant este dat de reciproca ultimei dilutii a seruiui de testat

pentru care se mai observa prezenia evident a butonutui de hematii.

5°C) timp de 30

g)

CONDITIILE DE VALIDARE A TESTULUI

Testul este valid daca: )
- prin titrarea antigenului rehidratat se obfine o valoare de titru HA similar3 celei inscrisi pe eticheta flaconului; se

admite o variafie de * 1 unitate logaritmica log, fatd de titrul HA inscris pe eticheta flaconului;
- prin titrarea serului martor pozitiv rehidratat se obtine o valoare de titru IHA similard celei inscrisd pe eticheta

flaconului; se admite o variatie de % 1 unitate logaritmicX log, faia de titrul THA inscris pe eticheta flaconulut;
- serul martor negativ va da un titru mai mic de 4 (dilugie 1/4).

INTERPRETAREA REZULTATELOR

Titrul THA se exprim4 ca reciproca dilugiei unde s-a produs inhibarea hemaglutinirii 100%, deci butonul
de hematii este similar ca In cazul martorului de hematii (rAndul H5-H12). fn urmitorul tabel sunt redate criteriile de

interpretare, aplicate conform standardelor OIE ( antigen cu 4 UHA):

Thn<4 Negativ
Valoare titru IHA (Tysa) Ta= 8 Suspect
Tma 2 16 Pozitiv

Testul trebuie interpretat pe baza anamnezei efectivului de pasini (vérsts, vaccinare etc) i poate fi repetat
daca este cazul.. Se recomandi ca probele cu valori Ty = 8 clasificate ca fiind suspecte si fie repetate. Pentru

confirmare, pot fi eféctuate §i alte teste.
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