PROSPECTUL PRODUSULUI

ND-TEST

-Set de diagnostic serologic pentru boala de Newcastle-
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. NUMELE SI ADRESA DETINATORULUI AUTORIZATIEI DE COMERCIALIZARE
SI A DETINATORULUI AUTORIZATIEI DE FABRICATIE

ROMVAC COMPANY S.A.

Sos. Centurii nr. 7, 077190 Voluntari, Jud. Ilfov

E-mail: romvac@romvac.ro;

Telefon: 0318 243 051; 0318 243 052

Fax: 021.350 31 10

. CARACTERISTICILE SETULUI
2.1. Setul ND-TEST este utilizat pentru determinarea prin reactia de inhibohemaglutinare a
titrului anticorpilor contra virusului pseudopestei aviare.

. COMPONENTELE SETULUI

3.1. Setul ND-TEST este format din:

a)  Antigen, reprezentatde o suspensie de virus al pseudopestei aviare, tulpina La Sota,
stabilizat si liofilizat. Titrul hemaglutinant (HA) al antigenului este inscris pe eticheta
flaconului.

b)  Ser pozitiv obtinut de la pasari SPF dupa hiperimunizare contra pseudopestei aviare,
este prezentat sub forma liofilizatd. Titrul inhibohemaglutinant (IHA) al serului este
inscris pe eticheta flaconului.

¢)  Serul negativ este reprezentat de ser obtinut de la pasiri SPF, fiind prezentat sub
formé liofilizata.

d)  Diluantul este o solutie tampon fosfat salin (TFS) cu pH 7,2-7,4 £ 0,15%.

. INDICATII

4.1. Setul ND-TEST se foloseste in scop de diagnostic si pentru aprecierea gradului de
imunitate umorald prin reactia de inhibohemaglutinare la pdsdri vaccinate contra
pseudopestei aviare.

. MATERIALE DE LUCRU

5.1. Setul ND-TEST este destinat determinrii titrului de anticorpi inhibohemaglutinanti prin
micrometodsd, folosind micropipeta multicanal cu sistem de reglare a dozajului
intre 0-200 microlitri. Pentru a efectua testul IHA sunt necesare urmétoarele elemente:

5.1.1.1.  Pipeta multicanal reglatd la 25 microlitri;

5.1.1.2.  Pipeta unicanal cu dozaj reglabil la 25 microlitri;
Pipetele automate au doud pozitii de lucru:
a). 0 pozitie care masoari cantitatea fixatd pe micropipetd (prima apdsare);
b). o pozitie care elibereazi intreaga cantitate din micropipetd si care reprezintd
cantitatea masuratd si o cantitate tampon, de rezervd. Pentru a elibera cantitatea
de reagent din micropipets, necesara testului, se apasd butonul pipetei pand la
prima pozitie.

5.1.1.3.  Setul ND-TEST cuprinde (antigen, ser pozitiv, ser negativ, diluant);

5.1.1.4.  Suspensia de eritrocite de pasére 1% (pct. 12.1);

5.1.1.5.  Plici de microreactie cu godeuri in forma de V;

5.1.1.6. Tampon fosfat salin (TFS) cupH 7,2-7.4 (pct.12.2);

5.1.1.7. Sticlarie de laborator (pipete gradate de 1, 2, 5, 25, baloane Erlenmeyer,
baloane rotunde cu fund plat).
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6. VERIFICAREA REAGENTILOR DIN SETUL ND-TEST NEe

6.1. Antigenul. Antigenul se prezintd sub forma unei pastile liofilizate dgw.;;uléaf?‘:,

alb-gélbuie. Pastila se reconstituie addugénd 1 ml diluant, obtindndu-se antige\'hﬁfibml,,jn

reactia de IHA se utilizeazd antigen cu 4 UHA. Pentru prepararea acestuia se imﬁai‘te;ﬁtitﬁglg:jg@

antigenului Inscris pe etichetd la 4 (exemplu titru HA 128: 4 = 32). La antigenul brut (T
se adaugd 31 ml TFS, pentru obtinerea antigenului de lucru.

a) Intr-o placd de reactie cu microgodeuri in formd de V se repartizeazi in
primele 4 godeuri (rAndurile orizontale A, B, C, D) céte 25 microlitri de TFS cu
micropipeta automat;

b) 1in primul godeu din randurile A, B si C se repartizeazd cate 25 microlitri din
antigenul brut;

¢) se executd cu micropipeta dilutii seriate logz (1/2, 1/4, 1/8 ---) pana la ultimul
godeu din randurile A, B, C, transferdnd cate 25 microlitri dintr-un godeu in
altul. Dilutiile se realizeazd pand la réndul 12 vertical, omogenizand de
4-5 ori fiecare  dilutie Inainte de a transfera in godeul urmétor;

d) se repartizeazd in toate godeurile din placa de reactie, cite 25 microlitri din
suspensia de eritrocite 1% preparatd ca la pct. 6.1.

¢) placa de reactie se agitd usor si se lasd in repaus 40 minute la temperatura
laboratorului sau 60 minute la +4°C. In acest interval suspensia de eritrocite
din rindul D trebuie sd se depund la fundul godeului sub formd de buton
distinct. Titrul hemaglutinant este determinat in godeul unde se observa
prezenta eritrocitelor in suspensie, urmati de godeul cu eritrocitele depuse sub
forma de buton. Hemaglutinarea trebuie si fie uniformd in cel putin doud
din cele trei rAnduri A, B, C. Titrul HA trebuie s corespundé cu cel inscris pe
etichetd.

6.2. Serul pozitiv. Serul pozitiv se prezintd sub forma unei pastile liofilizate de
culoare brun-rosieticd. Pastila se reconstituie in 1 ml de TFS (ser pozitiv brut) si apoi se
dilueazi corespunzitor titrului [HA inscris pe etichetd. De exemplu: titrul I[HA este 1/128.
Serul pozitiv reconstituit la 1 ml se dilueazd cu incd 127 ml TFS sau se determind titrul
inhibohemaglutinant (IHA) al serului pozitiv.

Verificarea titrului IHA pentru serul pozitiv:

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

b) se repartizeazd in primul godeu din randurile A si B 1 vertical, cite
25 microlitri din serul pozitiv brut; executdndu-se dilutii seriate log:
(1/2, 1/4, 1/8 ---) in godeurile urmatoare prin transferul a céte 25 microlitri
dintr-un godeu 1in altul. Dilutiile se realizeazid pand la coloana 12
vertical, omogenizind de 4-5 ori fiecare dilufie inainte de a o transfera in
godeul urmator;

c) se repartizeazi in godeurile din rdndurile A, B si C, cite 25 microlitri de
antigen cu 4 UHA. Placa se lasi 1in repaus timp de 30 minute la
temperatura laboratorului sau 60 minute la temperatura de +4°C;

d) se adaugd in toate godeurile din randul A, B, C si D, céte 25
microlitri de suspensie 1% de eritrocite. Placa se agitd usor §i se lasd in
repaus la temperatura laboratorului timp de 40 minute sau 60 minute la
temperatura de +4°C. Dupd expirarea timpului de reactie in rdndul D din
placi, eritrocitele trebuie si fie depuse la fundul godeului, forménd un
buton rosu. In godeurile din réndul C trebuie si se observe eritrocite in
suspensie. In godeurile din randurile A si B pan3 la dilutia 1: 128 trebuie
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si se observe o inhibare a hemaglutinirii, adicd eritrocitele depuse sub
forma de buton la fundul godeului, dupi care se observd eritrocite plutind
in suspensie, identic ca in godeurile din randul C. Titrul [HA se apreciazd
la ultimul godeu unde butonul de eritrocite este evident, iar In urmitorul se
observi eritrocite in suspensie. Titrul inhibohemaglutinant trebuie sd fie
identic in ambele randuri A si B. El reprezintd reciproca dilutiei de ser
unde THA este completa. Titrul IHA trebuie si corespund cu cel inscris pe
etichetd.

6.3. Serul negativ. Serul negativ reprezinti ser recoltat de la pasari SPF, prezenténdu-se sub
forma liofilizata (pastila galbui-roscatd). Reconstituirea lui se face prin addugarea in
flacoane de liofilizare a 5 ml TFS. Pastila se dizolvd instantaneu, obtinindu-se serul
negativ pentru lucru.

7. EXECUTAREA REACTIEI IHA FOLOSIND SERURILE DE TESTAT.
7.1. Serurile de testat sunt inactivate 30 minute la 56°C, intr-o baie Wassermann. Serurile
necorespunzitoare, adici hemolizate i contaminate bacteriologic, se exclud de la reactie.

Dupi inactivare serurile se pot conserva 30 zile la temperatura de ~18°C.

7.2. Executarea reactiei IHA;

a) se repartizeazi cu micropipeta multicanal in toate godeurile din placa de
reactie cite 25 microlitri de TFS;

b) in godeurile din rindul 1 vertical, se repartizeazd individual cu o pipeta
unicanal céte 25 microlitri din serurile de testat individualizate;

¢) cu o pipetd multicanal se executd dilutii succesive de ser pana la randul 10 vertical
pentru prima placé si apoi pand la ultimul rind pentru urmétoarele pléci;

d) se repartizeazi antigenul in dilutia de lucru (4UHA) cu o pipetd multicanal in toate
godeurile, cu excepiia godeurilor din coloana 12 A, B, C, D . In godeurile din
coloana 12 se repartizeazi 25 microlitru de TFS de la A la D;

e) in godeurile din coloana 11 A, B, C, D se adaugd cite 25 microlitri din serul
pozitiv diluat pentru lucru, iar in godeurile din coloana 11 E, F, G, H, cate 25
microlitri din serul negativ diluat;

f) placa de reactie se agiti usor si se lasd in repausla temperatura camerei
timp de 40 minute sau 60 minute la temperatura de +4°C;

g) dupi expirarea timpului, in placa de reactie se adaugd céte 25 microlitri cu pipeta
multicanal, din suspensia de eritrocite 1% preparati ca la pct. 12.1;

h) placa se agitd usor si se lasd In repaus la temperatura laboratorului 40 minute
sau 60 minute la temperatura de +4°C;

i)  interpretarea reactiei trebuie si se execute dupa citirea reactiilor din godeurile din
coloana 11 si 12, care trebuie sé se prezinte astfel:

» coloana 11 A, B, C, D, eritrocitele trebuie si fie depuse sub formad de buton
(martor ser pozitiv);

= coloana 11 E, F, G, H, eritrocitele trebuie s pluteascad in suspensie (martor ser
negativ);

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

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

7.3. Serurile de testat sunt notate individual la dilutia unde s-a produs 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 dac# se produce o inhibitie a hemaglutindrii la dilutia
de minimum 1/16 a serului de testat, utilizindu-se antigen cu 4UHA.



T THA <4 Negativ
Valoare titru IHA T IHA = § Suspect

T HA > 16 Pozitiy RGEhe
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Monitorizarea statusului imun al efectivelor de pdsiri vaccinate contra pseudopestei

aviare (PPA) se va face obligatoriu, dupd 14 zile de la ultima vaccinare in cazul

vaccinurilor vii si dupd 21 zile de la imunizarea cu vaccinuri inactivate. in baza
observatiilor de laborator si a supravegherii epidemiologice efectuate pentru evaluarea
statusului imun fatd de virusul PPA, utilizadnd setul ND-TEST, consideram ca:

NIVEL TITRU IHA SEMNIFICATIE
1/2-1/4 Negativ
1/8 Fard protectie

1/16 (24— 1/128 (27)

Titruri obtinute dupa prima vaccinare contra PPA, la  75% din probele testate.
Aceste titruri sunt obtinute in cazul aplicdrii vaccinurilor pe cale oculo/nazals,
spray sau aerosoli; in situatia administrarii vaccinurilor in apa de béut sau pe cale
injectabila, titrurile obtinute sunt mai mici cu o dilutie.

PROTECTIE CORESPUNZATOARE

1/128 (27) - 1/256 (2%)

Titruri obtinute la efectivele de pasidri cu 2-4 vaccindri contra PPA, la 75%
din probele examinate. 3
PROTECTIE CORESPUNZATOARE

1/512 (2°) 172048 (')

Titruri obtinute pentru efectivele cu mai mult de S vaccinari, inclusiv cele
imunizate cu vaccinuri inactivate, la 75% din probele examinate.

PROTECTIE CORESPUNZATOARE - STARE DE IMUNITATE
INALTA

> 1/4096 (212)

In situatiile decelarii unor titruri mai mari de 1/4096 (2'2) sau la dilutii mai mari,
este obligatoriu de efectuat ancheta epidemiologica si examenul virusologic de

laborator (suspiciune de boali).

8. MODUL DE PREZENTARE

8.1. Setul ND-TEST contine trei elemente (antigen, ser pozitiv §i ser negativ) sub formi
liofilizati si diluantul pentru rehidratarea acestora, fiecare flacon avand inscris pe etichetd

titrul HA sau IHA. Setul contine 50, 100, 200 sau 400 doze.

9. VALABILITATEA

9.1. Valabilitatea produsului este de 2 ani de la data prepardrii, in conditiile pastrérii la

+4°+8°C.

10. CONDITII DE PASTRARE SI TRANSPORT

10.1. Pastrarea setului se realizeazi la temperatura de +4°/+8°C si se transportd cu masini

frigorifice, 1azi izoterme etc.

11. PRECAUTII

11.1. Antigenul reconstituit se foloseste imediat sau poate fi pastrat la frigider cel mult

48 de ore.

12. APENDIX

12.1. Prepararea suspensiei de eritrocite.
12.1.1. Pasdrile donatoare trebuie si fie lipsite de anticorpi ai pseudopestei aviare.

12.1.2. Pentru recoltarea singelui din vena axilard se utilizeazad solutia de EDTA sau

citrat de sodiu 4%, in proportie de 3 parti sdnge si o parte solutie anticoagulanta.



\$pilarea eritrocitelor se va efectua prin centrifugarea si resuspendareain TFS
Hitrocitelor de cel putin 3 ori. Suspensia de eritrocite va fi  centrifugati la
17@0-1500 rpm timp de 10 minute.
Suspensia de eritrocite poate fi pastratd sub formd de solutie stoc, dacd dupd ultima
- Aentrifugare este diluatd 1/1 cu TFS §i conservatd la 4°C timp de 4-6 zile.
- 12.1.5. Concentratia suspensiei de eritrocite folositd pentru HA si THA este de 1% in TFS.
Aceasta se prepard prin addugarea a 1 ml de eritrocite (rezultate dupa centrifugare si

indepirtarea supernatantului), 1a 99 ml TFS.

12.2. Prepararea tamponului fosfat salin (TFS) in laborator.
12.2.1. Se cantiresc si se dizolva in api (in ordinea cantaririi) urmétoarele substante:
- clorurd de sodiu (NaC)..cceveeriiiiininins e 9g
- fosfat disodic cu 12 mol. H;O (Na;HPO4 12 H2O) ........... 1,35¢g
- fosfat monosodic (NaH2PO4 H2O) .oocueivviiiniiiiiiiiiiicine 0,36 g
- apa bidistilatd sau deionizatd ..........coevvreecniiniii 11

12.2.2. Solutia obtinuti are un pH cuprins intre 7,2-7,4. Ea poate fi sterilizatd la autoclav
20 minute la temperatura de 121°C. Solutia de TFS sterilizatd poate fi pastratd la
frigider timp indelungat. Solutiile nesterilizate nu pot fi péstrate, prin conservare, la
frigider mai mult de 24 ore.

12.3. Curitirea godeurilor plicii de microreactie
12.3.1. Plicile sunt spalate cu apa de robinet dupa utilizare.
Atentie ! Pldicile nu rdmin cu reagenti dupd utilizare.

12.3.2. Placile se cufundi in solutie de fenol 1% timp de o ora.

12.3.3. Placile sunt curitate in jet de apa pentru a indepérta urmele de fenol.

12.3.4.Placile sunt clatite cu apd deionizatd de 3-4 ori. Fiecare spilare va avea o
durata de 10-15 minute.

12.3.5. Placile vor fi scurse si uscate la termostat la temperatura de 37°C. Curdtirea plécilor
este necesard dupa fiecare utilizare.

Ultima revizie a Prospectului: Tunie 2021
Atentie ! Plicile nu trebuie curdtate cu detergenti sau praf de curdtat.
Rezultatele lucrdrii depind in mare mdsurd de pregdtirea plicii de reactie (spdlare,

curdtare, uscare etc.) si corectitudinea pipetarii

Rugim a insoti orice reclamatie cu numirul de serie inscris pe eticheta flaconului.



ETICHETA PRIMARA
pentru setul de diagnostic ND-TEST

Eticheta primari (flacon)

ANTIGEN ND-TEST
Antigen pentru diagnosticul serologic al bolii de Newcastle prin testul de inhibohemaglutinare
Rehidratare: 1 ml
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: ..............cccoee

SER POZITIV ND-TEST

Ser pozitiv pentru diagnosticul serologic al bolii de Newcastle prin testul de inhibohemaglutinare
Rehidratare: 1 m!

Nr. teste/flacon: 50, 100, 200, 400 teste

Mod de utilizare: Conform prospectului

Timp de asteptare: Nu este cazul

Nr. serie Data expirdrii:

Cod. B-3597 Depozitare: +2°C/+8°C

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

SER NEGATIV ND-TEST
Ser negativ pentru diagnosticul serologic al bolii de Newcastle prin testul de inhibohemaglutinare
Rehidratare: 5 ml
Nr. teste/flacon: 50, 100, 200, 400 teste.
Mod de utilizare: Conform prospectului
Timp de asteptare: Nu este cazu/
Nr. serie Data expirdrii:
Cod. B-3597 Depozitare: +2°C/+8°C

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

DILUANT ND-TEST

Diluant pentru  setul de diagnostic al bolii de Newcastle prin reactia de inhibare a hemaglutindrii
Volum: 8 ml

Nr. teste/flacon: 50, 100, 200, 400 teste.

Mod de utilizare: Conform prospectului

Timp de asteptare: Nu este cazul

Nr. serie Data expirdrii:

Cod. B-3597 Depozitare: +2°C/+8°C

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




Eticheta secundari (cutie)

pentru setul de diagnostic ND-TEST

ND - TEST

Set pentru diagnosticul serologic al bolii de Newcastle prin testul de inhibohemaglutinare
Declararea substantei active si a altor substante: Antigen liofilizat
Ser pozitiv liofilizat
Ser negativ liofilizat
Forma farmaceutica: peletd liofilizatd
Dimensiunea ambalajului: 10 seturi x 50, 100, 200, 400 teste
Specii tintd: ND-TEST se utilizeazd in diagnosticul bolii de Newcastle la gdini, curci, bibilici,

fazani
Indicatii: este utilizat in laboratoarele de diagnostic pentru confirmarea sau infirmarea bolii de Newcastle
Mod de utilizare: Conform prospectului
Timp de asteptare: Nu este cazul
Data expiririi:
Conditii speciale de depozitare si transport: se depoziteazd la +2°C/+8°C, ferit de lumind §i inghef
Precautii speciale: Deseurile se vor depozita in spatii special amenajate
NUMAI PENTRU UZ VETERINAR
A NU SE LASA LA INDEMANA COPIILOR!
ROMVAC COMPANY S.A. Sos. Centurii nr. 7, 077190 Voluntari, Jud. Ilfov
E-mail: romvac @ romvac.ro; Telefon: 021,350 31 06; 021.350 31 07;
021.350 31 09; 021.352 00 70; Fax: 021.350 31 10; 021.352 75 84
Fax Livriri: 021.35031 1
AUTORIZATIA DE COMERCIALIZARE: .................c.........
Numarul seriei:






