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INTRODUCERE

Boala limbii albastre (bluetongue) sau febra catarala a oilor este o boald virala ne-contagfoa;séj,_‘”af,fovi‘f}ié]pr,
caprelor, bovinelor si rumegatoarelor salbatice. Ea face parte din lista A a OIE. Bovinele si Eaprélg‘f’preziﬁté

rar simptome clinice in timp ce la ovine mortalitatea este ridicatd. Boala este produsa de virtis’g!ipjll‘]gféﬁgu‘é"
(BTV) care face parte din genul Orbivirus al familiei Reoviridae. Virusul se transmite prihtréﬁdg.'géﬁg, Lol
hematofag din genul Culicoides. Transmiterea bolii de la un animal la altul nu este posibilé.“ﬁéﬁ‘fﬁgﬁéﬁ.i ‘
geografica a maladiei se limiteaza la teritoriile n care vectorul poate supravietui, adica intr-o zona larga care

se intinde intre paralela de 45° nord si 35° sud si care are tendinta sa se extinda (Corsica si Sardinia sunt

afectate din 2001).

Semnele clinice, discrete in cea mai mare parte, se traduc printr-o inflamatie intensa care atinge mai intai
extremitatea cefalica, cu febra ridicatd, congestia si edemul fetei si al limbii, cu ulceratii si hemoragii pe
mucoase. In cazurile mai severe, limba poate deveni cianotica (de unde si numele bolii), apar grave leziuni

musculare, mortalitatea putand ajunge pina la 15%.

O boald severa similaré a rumegatoarelor salbatice este cauzata de virusul bolii hemoragice epizootice
(EHVD) care, ca si virusul bluetongue (BT), este un membru al familiei Orbivirus dar este clasati intr-un
serogrup diferit. EHD poate produce semne clinice similare celor produse de bluetongue. In genul Orbivirus
existd 14 serogrupuri diferite, iar serogrupul BT contine 24 serotipuri care se disting printre altele si prin
virulenta lor. Marea majoritate a serogrupurilor sunt distincte din punct de vedere imunologic dar exista si
reactii incrucisate intre serogrupurile BT si EHD.

Raspunsul serologic apare la rumegatoare dupa 7-14 zile de la infectia cu BTV si este durabil.

Pentru detectarea anticorpilor specifici serogrupului BT s-au folosit teste serologice de imunodifuzie sau
ELISA, dar acestea nu pot face diferenta intre anticorpii specifici ai serogrupurilor BT si EHD.

Prezentul test ELISA de competitie permite punerea in evidenta a anticorpilor specifici ai BTV in
probele individuale de ser si plasma de la bovine, ovine si caprine.

El se bazeaza pe principiul competitiei intre anticorpii din serul de testat si un anticorp monoclonal marcat cu
peroxidaza. Acest anticorp monoclonal se fixeaza pe partea N-terminala a proteinei VP7, o proteina majora
a capsidei interne a virusului, specificd subgrupului BT.

Acest test utilizeaza o proteina recombinanta VP7 pusa la punct de departamentul de virusologie al AFSSA

Maison Alfort, France.
Aceastad metoda este usor de aplicat rapida, fiabila si se preteaza in mod special pentru testarea unui mare

numar de probe.
PRINCIPIUL TESTULUI

Principiul testului propus este urmatorul :

1) Proteina recombinanta VP7 este fixata pe fundul godeurilor microplacilor de polistiren.

2) Serurile de testat se dilueaza si apoi se incubeaza in godeuri. Daca exista anticorpi specifici in seruri, se
formeaza complexe imune antigen-anticorp. )

3) Dupa incubare, un anticorp monoclonal (anti-VP7) cuplat cu o enzima se incubeaza in microplaci. In
prezenta anticorpilor specifici virusului BT in serurile de testat, siturile antigenului VP7 sunt mascate si
conjugatul nu poate s& se fixeze pe epitopul corespunzétor. In caz contrar, conjugatul se poate fixa pe
antigenul VP7

4) Dupa o noud spalare, un substrat enzimatic (TMB) pune in evidentd prezenta enzimei prin aparitia culorii
bleu, culoare care vireaza in galben dupa adaugarea solutiei stop. Intensitatea culorii este in functie de
titrul anticorpilor din serul de testat.
Limita de pozitivitate este calculata in functie de rezultatele obtinute cu esantionul de control negativ
furnizat in trusd, esantion care trebuie introdus in fiecare microplaca

DETECTABILITATEA KITULUI

Nu existd un standard international pentru controlul detectabilitatii kiturilor serologice in bluetongue. Totusi,
Laboratorul de referinta pentru bluetongue din Franta CIRAD propune un standard numit J63 care trebuie

detectat pozitiv in testul ELISA pina la dilutia %.
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APARATURA SI MATERIALE NECESARE LA REALIZAREA TESTU
N NEFURNIZATE N KIT

A
X ,’»'y/

1)>Q§, |t1Lor de mncroplac:
2) ~Centnfugé

S 3) , Tuburi de centrifuga

4) “Sistem de agitare tip vortex
5) Sistem de spalare a microplacilor ce permite distribuirea a 300p! pe godeu.
6) Micropipete de precizie si multicanal (precizia cerutd pentru méasurare trebuie s fie inferioara sau egala

cu 10% pentru volume inferioare sau egale a 10 pl si de 5% toate celelalte volume indicate).

7) Conuri de micropipete uzaj unic.

8) Apa distilata : apa utilizatd pentru reconstituirea substantelor de referintd sau a solutiilor de spalare
poate fi produsa printr-un sistem de distilare conventional sau prin oricare alt sistem performant de
purificare (osmoza inversa, purificare pe rezine gi carbon activ, etc.).

9) Capace sau scotch pentru microplaci, hirtie de aluminiu.

10) Incubator de + 37°C (x 3°C).

CONTIN L KITULUI S| MODUL DE CON VARE

Este recomandabil sd se lucreze cu toti reactivii adugi la temperatura de + 21°C (+ 5°C) ). Pentru
aceasta, este indicat ca reactivii sd fie scosi din frigider cu cel putin o ora inainte de a incepe

efectuarea testului (cu exceptia conjugatului).

COMPONENTUL CANTITATEA " | MODUL DE CONSERVARE S| ALTE OBSERVATII

Microplaci sensibilizate | 5 +5°C (+ 3°C)

monocupule - Daca o placa nu este utilizatd in totalitate, ea ar

putea fi folosita ulterior daca este pusa intr-o punga de

plastic inchisa etans si conservata la + 5°C (+ 3°C)

Solutie de spalare| 1 flaconde 100 ml |+ 5°C (+ 3°C)

concentratd 20X Solutia prezinta cristale la + 5°C (+ 3°C) care vor
dlspare rapid la + 21°C (£ 5°C). O agitare usoara
din timp in timp accelereaza dizolvarea cristalelor

- Solutia poate fi conservata la + 21°C (+ 5°C) pana
la o luna daca este pusa in flacoane inchise etans
(daca se doreste utilizarea imediata)

- Dupa diluare, solutia poate fi conservata timp de 3
zile la + 5°C (£ 3°C)

- Solutia fiind identica pentru toate kiturile Institutului
POURQUIER poate fi utilizatd pentru oricare din
aceste kituri

Tampon de dilutie 2|1 flaconde 120 ml |+ 5°C (+ 3°C)

verde deschis (pentru - Agitati inainte de utilizare
esantioane)
Esantion pozitiv de|1 flacon de 1 ml +5°C (£ 3°C)

control (lichid)

Esantion negativ de| 1 flacon de 1 ml
control (lichid)
Conjugat monoclonal | 1 flacon de 4,00 ml |+ 5°C (x 3°C)

anti-VP7-peroxidaza - Solutia de conjugat diluatd nu poate fi conservata.
Solutie de relevare 2|1 flacon de 60 ml +5°C (2 3°C)

(substrat) in dilutie de

lucru (TMB)

Solutie stop (solutie [ 1 flacon de 120 ml |+ 5°C (* 3°C)

H,S0,4 0,5 M) - Solutia poate fi conservata la + 21°C (+ 5°C) pina

la 0 luna daca este pusa in flacoane inchise etans
(daca se doreste utilizarea imediata)

- Solutia fiind identica pentru toate kiturile Institutului
POURQUIER, ea poate fi utilizata pentru orice kit
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5)

PRECAUTII DE FOLOSI
Nu pipetati reactivii cu gura. s \' ;

Evitati contactul substratului (TMB)* cu pielea, mucoasele si ochii.

« Solutia stop » contine H,SO,* 0,5M ce poate cauza arsuri grave in caz de contac cu plelea,

mucoasele si ochii. ey
Desi materialul livrat in cofret nu contine nici un element contaminant, iar probele de ser ﬂau p]a\ ma"’ /

sunt teoretic neinfectioase, este recomandabil ca, inainte de eliminare, sa decontammafl tot ‘materialul
de uzaj unic folosit in cursul manipularilor, fie prin imersie intr-o solutie de hlpoclont de sodiu 5%
preparata extemporaneu, fie prin autoclavare la 120°C, timp de 1 ora minimum sau printr-o altd metoda
conforma cu reglementarile in vigoare

Serurile de referinta contin azida de sodiu* care poate fi toxica prin ingestie. Pe de altd parte ele pot
conduce potential la formarea de azide* metalice explozive sau sa deterioreze canalizarea de cupru in

momentul eliminarii lor.

* Institutul POURQUIER pune la dispozitia celor interesati figele de toxicitate ale acestor produse.

1)

MODUL OPERATOR

DEPUNEREA PROBELOR

Urmariti fig. 1 (conform notei 1 si 2)
- Depuneti :

- 80 pl de ,Tampon de dilutie 2" in fiecare godeu
- 20 pl esantion de control pozitiv nediluat in godeul A1
- 20 pl de esantion de control negativ nediluat in godeurile B1 si C1 (vezi punctele 2 si 3)

- 20 pl din fiecare esantion (un singur godeu pe esantionul de testat)

- Omogenizati continutul qodeurilor printr-o usoara agitare a placilor

IOMMoOUOwm>»

Acoperiti placa (cu capac, hirtie de aluminiu sau adeziv)
Incubati 45 minute (+ 3 min) la +21°C (+ 5°C)

P = esantion de control pozitiv
N = esantion de control negativ
1 = esantion de testat n°1

2 = esantion de testat n°2

QAIWIN|=|Z|T

6 7 8 9 10 11 12 Figura 1 : depunerea esantioanelor
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Nota :

1)

2)

Umplerea individuald a celor 96 de godeuri poate fi cdteodatd cam lungd. In scopul standardizérii
timpului de incubare a probelor, noi prepardm esantioanele de control si esantioanele de testat intr-o
microplacd de 96 avind godeuri cu fundul in forma de U. in acest fel este posibil s& le transferdm rapid,
coloand dupé coloand, cu ajutorul unei pipete multicanal._Este insé indispensabil ca dilutia serurilor de
testat s& se faca in aceeasi manierd ca dilutia serurilor de referinta.

Dispozitia egantioanelor de control in A1 si B1, este indiferenta, ele putind fi plasate oriunde in placi.
Este preferabil ca ele sé fie testate in mai multe godeuri pentru calculul valorii DO medie. Este bine s&
depuneti un control pozitiv si un control negativ in centrul placii.

PE \Ak ;\\f ﬁ;\w
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2) DEPUNEREA CONJUGATULUI
a) Dltuatl un flacon de « Solutie de spalare concentrata 20x » in 1900 ml apa distilata. Aceasta solutie este
~numita de acum incolo « Solune de spalare »
Ah), ,\Dlluatl ‘conjugatul 1/20 in «Solutia de spalare»
~ c) Depuneti direct (fira sa spalati sau sa goliti godeurile) 100 pl de conjugat diluat in fiecare godeu.
d) Acoperiti placile (cu capac penrtu placi, folie de aluminiu sau scotch adeziv) si incubati-le timp de 45

minute (+ 3 minute) la +21°C (+ 5°C).

4) SPALAREA
a) Eliminati continutul placilor prin résturnare sau cu ajutorul unui dispozitiv automat sau semiautomat.

b) Umpleti totalitatea godeurilor placilor cu solutia de spélare si apoi eliminati din nou aceasta solutie.
c) Repetati de 2 ori aceasta operatie (deci 3 spaldri in total)

Nota :

- Atentia acordata ultimei spalari este de o importanta capitald pentru buna realizare a testului.

Dacéa executati o spélare manuald, puteti ca dupd ultima spélare sd tamponati placile cu fata in jos pe o

hdrtie absorbanta curata in scopul elimindrii in totalitate a confinutului din godeuri.

1) Daca se trateaza simultan un mare numdar de pléci, in scopul sincronizdrii operatiunilor, puteti ldsa
placile umplute cu solutia de spélare pind la 1 ord, fard ca aceasta sd influenteze validitatea testului.

5) REVELAREA

a) Depuneti 100 pl de «Solutie de revelare 2» in fiecare godeu.

b) Incubati placile timp de 10 minute la + 21°C (+ 5°C) la intuneric.

c) Depuneti 100 pl de «Solutie stop» in fiecare godeu.

d) Agitati usor placile pina la omogenizarea solutiei colorate. $tergeti cu atentie fundul placilor.

Nota :

1) Cele 10 minute de revelare indicate in modul de folosire au dat in laboratorul nostru o DO conformé cu
cea prevazuta in capitolul «Interpretare». Precizdm ca nivelul de revelare poate fi conditionat de diferiti
factori: calitatea spélarilor, precizia pipetajului, conditiile de temperatura a reactiei. In functie de condmlle
de lucru, etapa de revelare poate duce la DO mai mari sau mai mici fatd de cele agteptate. De aceea,
utilizatorul poate s§ siopeze reactia 10 de minute + 5 minute

2) Citirea placilor poate fi facutd pina la 1 ord dupa stopare cu conditia ca placile s4 fie tinute la intuneric.

6) CITIREA

inregistratj densitatile optice la 450 nm (DO. 450). Punctul zero («blancul») spectrofotometrului se masoara
la 450 nm fata de aer.

Calculati pentru fiecare esantion procentajul S/N fata de esantionul de control negativ

Aceastd valoare se obtine in felul urmator :

L % SIN = (DO. 450 a esantionului de testat / DO. 450 a esantionului de control negativ) x 100
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CRITERII DE VALIDARE

Reactia este validata daca :

- esantionul de control negativ are o valoare a DO. 450. de minim 0,700 si maxim de 3,00

i

procentajul de competitie al esantionului de control pozitiv este mai mic de 20%

INTERP TARE

Probele al caror procentaj de inhibitie este superior sau egal cu 80 % sunt considerate ca provenind de
la un animal care nu este purtator de anticorpi specifici BTV

- Probele al céror procentaj de inhibitie este cuprins intre 70% si 80% sunt considerate dubioase

Probele al caror procentaj de inhibitie este inferior sau egal cu 70% sunt considerate ca provenind de la
un animal care este purtator de anticorpi specifici BTV.

Nota :
1) Este indicat pentru serurile individuale care prezintd un procentaj de inhibitie situat in zona dubioasd s

fie reconfirmate printr-o testare efectuatd dupa o noud priza de singe sau printr-o altd metods

Tablou recapitulativ

Procentaj de competitie Interpretare
> 80% Negativ
70% - 80% Dubios
<70% Pozitiv

SEMNIFICATIA IDEOGRAMELOR

@ : Modificare majord a modului de folosire (modificare a modului operator, a criteriilor de validare, sau a

regulilor de interpretare)
# . Modificare minora a modului de folosire (sfaturi practice .....)
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Componentele setului
Microplaci sensibilizate
100 ml Solutie spdlare. concentrat 20x
120 ml Tampon de dilutie 2

4ml  Conjugat. anti-BTI’

5

I x

I x

I x I ml Martor pozitiv
I x | ml Martor negativ
I x

I x 60ml Substrat, TMB 2
1 x

120 mi Solutie de stopare (H,SO.)
Instructiuni de utilizare

Cod produs: P00450-2 |

INSTITUT POURQUIER — 326 RUE DE LA GALERA — 34097 MONTPELLICR CEDEX 5 ~ FRANTA
TEL: 33.(0)4.99.23.24 25 - FAX: 33.(0)4.67.04.20.25

Lot: 1-093

A se pastra la +5°C (£3°C)

ELISA
SOLUTIE SPALARE 2
(100 mi)
Exp.: 07/11

Institut Pourquicr - FRANTA

Diagnostic in-vitro

BLUETONGUE COMPETITION
4mi

Conjugat
Lot 24-298
Exp. 06/11
Institut POURQUIER
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Institut Pourquier - FRANTA
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E'§ Lot 862
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%.é Martor

g’fg’ Lot 863

Z 2 Exp. 09/11
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