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Diagnosticul serologic al Leucozei Enzootice Bovine prin metoda ELISA

o De uz veterinary exclusiv
Denumire si utilizare

IDEXX Leucoza enzootica bovina este o tehnic imunologicé enzimatica pentru detectia
anticorpilor anti-virusul leucozei enzootice bovine (BLV) in probe de ser individual sau
plasma de bovine si amestecuri de seruri de bovine (maxim 10).

Informatii generale

Leucoza enzootica bovina este o boal3 infectioasa limfoproliferativa a bovinelor raspandita
in intreaga lume. Boala este cauzati de un delta-retrovirus exogen, virusul leucozei
bovine (BLV) care induce o infectie persistentd a unei sub-populatii de limfocite prin
integrarea ADN-ului viral in mai multe zone ale ADN-ului celular. Majoritatea baovinelor
infectate raman sanatoase chiar daca 30% dezvoltd limfocitozs persistenta si o parte
mica (pana la 10%) dezvoltd tumori limfoide. Boala afecteaza mai ales fermele de lapte si
se raspéndeste predominant pe cale orizontala prin sénge sau secretii ce contin limfocite
infectate.

Deoarece nu exista nici un tratament sau vaccin, programele de eradicare sunt bazate pe
identificarea si eliminarea animalelor infectate. Aceasta se realizeaza mai ales prin
detectarea anticorpilor anti virali. Bovinele infectate aduc anticorpi specifici fata de
proteinele virale majore chiar in stadiile precoce ale infectiei. Initial, pentru detectarea
anticorpilor fata de glicoproteina de suprafatd gp51, s-a folosit testul de imunodifuzie in gel
de agar (IDGA). Cu toate acestea, sensibilitatea testului IDGA s-a dovedit a fi redus3 si
s-au raportat cazuri de animale infectate ai caror anticorpi nu au putut fi identificati prin 1D.
Din aceste motive, metoda ELISA, care este simpl3, rapida si mai ales sensibild, este
utilizatd pentru supravegherea cirezilor.

Acest test este destinat detectiei anticorpilor specifici virusului leucozei enzootice bovine
(BLV) in probe de ser individual sau plasma de la bovine si amestecuri de seruri de bovine
(maxim 10).

Descriere si principiu

Microplacile sunt captusite cu antigen BLV. Probele de testat sunt diluate si incubate in
godeuri. In timpul incubarii probelor in godeurile captusite, anticorpii specifici BLV
formeaza complexe imune cu antigenele BLV. Dupa spalarea materialului nelegat, se
adauga conjugatul enzimatic, un anticorp anti-bovine, care se leaga la orice complex imun
anticorp-antigen. Conjugatul nelegat este spalat si se adaugd substratul (TMB). In
prezenta enzimei, substratul este oxidat si dezvoltd un compus albastru care devine
galben dupa blocare. Culoarea dezvoltata este direct proportionald cu cantitatea de
anticorpi BLV prezenti in proba de testat. .
Relevanta diagnosticului rezultatului este obtinutad prin compararea densitatii optice a
probei cu media densitatii optice a controlului pozitiv (vezi “Calcule " si “ Interpretarea
rezultatelor”).
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Reagenti
Pastrati toti reagentii la 2-8°C.

Reagenti Volume

1 Placi captusite cu antigen BLV 5 10

2 Control pozitiv iml iml

3 Control negativ 1ml iml

4a Conjugat concentrat (IgG anti-bovine HRPO) 1,5ml 1,5ml
4b Tampon de dilutie N.1 120m!  120mi

5 Tampon de dilutie N.2 120ml  2x120ml
A Substrat TMB N.13 60mi 120ml

B Solutie de stopare 60ml 120ml

C Solutie de spalare concentrata (20x) 100m!  2x100ml

Nota : vezi tabelul de la pag.32 pentru descrierea simbolurilor internationale utilizate pe etichetele setului.

Materiale necesare dar nefurnizate
« Centrifuga (capacitate 2000xg)
« Micropipete de precizie si multicanal (volumele reagentilor listate in “Protocolui de
testare” necesita pipete de precizie de £5%)
« Conuri de micropipete uzaj zilnic
o Agitator de microplaci
« Apa distilata sau deionizata
« Spalator de microplaci (sistem manual, semi-automat sau automat)
+ Capace de microplaci (folie de aluminiu sau folie adeziva)
« Cititor de microplaci cu 96 de godeuri echipat cu filtru de 450nm
« Camera umeda/incubator capabil s& mentina o temperatura de +37°C (£3°C)

Precautii la utilizare
« Nu pipetati reactivii cu gura
« Purtati manusi de protectie/echipament de protectie/ochelari de protectie/masca
« Controalele, substratul si solutia de spélare concentratd pot provoca iritatii ale
ochilor
« Solutia de stopare poate provoca arsuri severe ale pielii si ochilor
o Toate deseurile trebuie decontaminate corespunzator inainte de eliminare. Eliminati
continutul conform legislatiei locale, regionale si nationale.

Prepararea reagentilor

Controalele si probele

Dilutia probeior si a controaleior depinde de protocolul de incubare selectat:

« Protocolul scurt (1 ord (£ 5 min) la 37°C (= 3°C)): controalele si probele se dilueaza
direct in placa, asa cum este descris in etapa 1 a protocolului de testare.

« Protocolul peste noapte (16-24 ore la 2-8°C): pre-diluati controalele negativ si pozitiv si
probele 1:50 cu tampon de dilutie N.2.

Solutia de spalare
Solutia de spalare concentrata (20x) trebuie sa fie diluata 1:20 cu apa distilata /deionizata

inainte de utilizare (ex. 15ml solutie de spélare concentrata (20x) in 285ml apa distilata).

Aceasta solutie este de acum numita ,Solutie de spalare”.

Not&: Solutia de spalare concentrata trebuie adusa la 18-26°C si agitatd bine pentru dizolvarea oricaroy
saruri precipitate. Solutia de spalare este stabila pana la 3 zile pastrata la 2-8°C.

Conjugatul

Conjugatul concentrat trebuie diluat 1:100 in tampon de dilutie N.1

Nota: Conjugatul diluat este stabil panala 8 ore la 18-26°C.
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Protocolul de testare

Toti reagentii trebuie adusi la 18-26°C inainte de utilizare.

Reagentii trebuie agitati prin invartire usoara sau vortexare. Utilizati varfuri separate pentru
fiecare proba. Controalele pot fi distribuite oriunde in microplaca. anegistra’gi pozitia
fiecarei probe pe foaia de lucru.

1. Distributia probelor si a controalelor depinde de protocolul de incubare a probelor si
controalelor:
* Protocolul scurt: 1 ord (+ 5min.) la 37°C (+ 3°C)
v'Distribuiti 190uL de tampon de dilutie N.2 in fiecare godeu
v Distribuiti 10 uL control negativ NEDILUAT in godeul corespunzator
v Distribuiti 10ul control pozitiv NEDILUAT i cele dous godeuri corespunzatoare
v Distribuiti 10 yL probe NEDILUATE in godeurile ramase
v"Omogenizati continutul godeurilor utilizand un agitator de microplaci
vAcoperiti microplaca (cu un capac, folie de aluminiu sau folie adeziva) si
incubati 1 ora (+ 5min.) la 37°C (+ 3°C)

« Protocolul peste noapte: 16-24 ore la 2-8°C
v Distribuiti 200uL control negativ DILUAT in godeul corespunzator
v Distribuiti 200 uL control pozitiv DILUAT in cele doua godeuri corespunzatoare
¥ Distribuiti 200 uL proba DILUATA in godeurile ramase
v" Omogenizati continutul godeurilor utilizand un agitator de microplaci
v Acoperiti microplaca (cu un capac, folie de aluminiu sau folie adeziva) si
incubati 16-24 ore la 2-8°C.

2. Spalati fiecare godeu cu aproximativ 300 pL solutie de spalare de trei ori. Aspirati
continutul lichid din toate godeurile dupa fiecare spalare. Dup3 aspiratia finala,
bateti placa de fluidul rezidual din fiecare microplacd pe un material absorbant.
Evitati uscarea placii intre spalari si inainte de addugarea urmatorului reagent.
Distribuiti 100 uL conjugat diluat in fiecare godeu.

Acoperiti microplaca (cu un capacg, folie de aluminiu sau capac adeziv) si incubati

timp de 30 minute (+ 3min.) la 37°C (+ 3°C).

Repetati pasul 2.

Distribuiti 100 pL substrat N.13 in fiecare godeu.

Incubati 20 minute (+ 3min.) la 18-26°C la intuneric.

Distribuiti 100 pL de solutie de stopare N.3 in fiecare godeu. Agitati placa prin

scuturare usoara. Stergeti cu grija fundul placii.

. Cititi fata de aer.

10.Masurati si inregistrati valorile densitatilor optice ale probelor si controalelor Ia
450nm

11.Calculati rezultatele.

Bw

© oNow

Nota: Cand utilizati robotica, incubarea microplacilor in camera umeda se poate face
fara sa acoperiti placa. Utilizarea robotilor nu este compatibila cu agitarea usoara sau
stergerea placilor. Placile pot fi tinute pana la 1 ora la intuneric Tnainte de citire.

Rezultate

Pentru validarea incercarii, media densitatii optice a controlului pozitiv (CPx)

trebuie sa fie mai mare sau egala cu 0.350 . . N _ '
In plus, raportul dintre media controlului pozitiv (CPx) si controlul negativ

(CNAys0) trebuie sa fie mai mare sau egal cu 3.00. ) ’ '
Nota: IDEXX detine instrumentele si software potrivit pentru calcularea mediilor si furnizarea

sumarului datelor.

IDEXX Leucozé Ser Screening



Calcule

Calcularea mediei controlului  pozitiv Calcularea procentajului  probelor S/P

(CPX) (%)
Cpy = P + CP24 4 05 p = POmProbd g
DO, CPx

2

Iinterpretarea rezultatelor

Orice proba (ser individual sau amestec de seruri) a carui S/P% este inferior sau
egal cu 100% va fi considerata ca provenind de la o bovina (sau un grup de bovine)

care nu a fost In contact cu virusul BLV.

Orice proba (ser individual sau amestec de seruri) a carui S/P% este superior a
100% va fi consideratd ca provenind de la o bovina (sau un grup de bovine) care a

fost in contact cu virusul BLV.
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Sumarul procedurii de testare

IDEXX recomanda citirea cu atentie a instructiunilor inainte de utilizarea testului pentru prima dat2

| Etape

Actiune |

1. Prepararea reagentilor si a
probelor

Dilutia probelor si a controalelor depinde de protocolul de incubare
selectat;

Protocolul scurt (1 ora (x 5 min) la 37°C (+ 3°C)): controalele si probele
se dilueaza direct in placa, asa cum este descrls in etapa 1.

Protocolul peste noapte (16-24 ore la 2-8 C) pre-diluati controalele
negativ gi pozitiv si probele 1:50 cu tampon de dilutie N.2.

Solutig de spalare

Solutia de spalare concentrata (20x) trebuie sa fie diluata 1:20 cu apa
distilata /deionizatd inainte de utilizare (ex. 15ml solutie de spélare
concentrata (20x) in 285m! apa distilatd).

Conjugatu!
Conjugatul concentrat trebuie diluat 1:100 in tampon de dilutie N. 1

2. Distributia si incubarea probelor

Protocolul scurt: 1 ora (+ 5min.) la 37°C (+ 3°C)

Distribuiti 190uL de tampon de dilutie N.2 in fiecare godeu

Distribuiti 10 pL control negativ NEDILUAT in godeul corespunzator
Distribuiti 10u! control pozitiv. NEDILUAT in cele doud godeuri
corespunzatoare

Distribuiti 10 pL probe NEDILUATE in godeurile rémase
Omogenizati continutul godeurilor utilizand un agitator de microplaci
Acoperiti microplaca (cu un capac, folie de aluminiu sau folie
adeziva) si incubati 1 ord (£ 5min.) la 37°C (+ 3°C)

Protocolul peste noapte: 16-24 ore la 2-8°C

Distribuiti 200uL control negativ DILUAT in godeul corespunzator
Distribuiti 200 pyL control pozitiv DILUAT 1n cele doud godeur
corespunzatoare

Distribuiti 200 pL prob& DILUATA in godeurile ramase

Omogemzaﬂ continutul godeurilor utilizand un agltator de microplaci
Acoperiti mlcrop!aca si incubati 16-24 ore la 2-8°C.

3. Spalarea placii

Spalati fiecare godeu cu aproximativ 300 pbL solutie de spalare de
trei ori

4. Distribuirea conjugatului

Distribuiti 100 uL conjugat diluat in fiecare godeu

5. Incubarea conjugatului

Acoperiti microplaca si incubati timp de 30 minute (+ 3min.) la 37°C
(= 3°C). ]

6. Repetati pasul 3

7 .Distribuirea substratului

Distribuiti 100 yl substrat N.13 in fiecare godeu

8. Incubarea substratului

fncubati 20 minute (x 3min.) la 18- 26°C la intuneric

9. Stoparea reactiei

Distribuiti 100 pL de solutie de stopare N.3 in fiecare godeu

10. Citirea placi

Cititi fata de aer. Masurati si inregistrati valorile densitatilor opt|ce
ale probelor si controalelor la 450nm. Calculati rezultatele

11. Interpretarea

i

Producator:

IDEXX Monipeliier SAS

326 rue de la Galera — Parc Euromedicine
34090 Montpellier, Franta

“grup de bovine) care a fost in contact cu virusul BLV

Orice proba (ser individual sau amestec de seruri) a carui S/P , este
inferior sau egal cu 100% va fi consideratd ca provenind de la o
bovina (sau un grup de bovine) care nu a fost in contact cu virusul BLV.

Orice proba (ser individual sau amestec de seruri) a carui $/P% esle
superior a 100% va fi considerata ca provenind de la o bovina (sau un

Pentru asistenta tehnica:

Contactati managerul sau distribuitorul IDEXX apropiat
sau vizitati www.idaxx comprodustioniconiact

Suport tehnic IDEXX: 00-800-727-43399

*IDEXX si Test With Confidence sunt marca inregistratd a IDEXX Laboratories, Inc.. sau a afiliatelor sale din Statele Unite si/sau alte

tari
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IDEXX Leukosis Serum Screening

Kit de detectie a
anticorpilor virusului
Leucozei Enzootice
Bovine (LEB)

IDEXX Ieucoza Ser Screening
10 x 96 godeuri

INDEXX Montpellicr SAS

226 rue de | Galera, 34090

Montpether, Franta
Tel 433 (U 9Y 23 2425
Fax +33 ()4 67 04 20 25

Kit de detectic a anticorpilor dirijati contra virusului Leucozei

Enzootice Bovine (I.LED)

IDEXX Leucoza Ser Screenimg
Pentru utitizare cu seruri si plasma de bovine
Nota. Exclusiv de uz veterinar

Reagenft

| Plici captusite cu antigen LI

2. Controt pozitiv

3.Control ncgativ

4a. Conjugat concentrai

4b. Tampon de dilutie N 1

S. Tampon de dilutie N 2

A. Substrat TMB N.13

B Solutic de stopare N.3

C. Solutie de spalare concentratd (20x)

Cantitdh
10
I x Imi
1 x Iml
I x 1,5ml
1 x 120ml
2 x 120ml
I x 120mi
1 x 120m!
2 x 100ml

XX Turops BV
PO Box. 1334, 2130 LK
Hoolddormp, Olanda

el 00800-727-43399
Fax D0800-433-99329
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IDEXX Leukosis Serum Screenin

Kit de detectie a

dnthOTPI.IOF v1rus.u1u1 Kit de detectie a anticorpilor dirijati contra virusului Leucozei
Leucozei Enzootice Enzootice Bovine (LEB)
Bovine (LEB) IDEXX Leucoza Ser Screening

Pentru utilizare cu seruri i plasma de bovine
Nota: Exclusiv de uz veterinar
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C. Solutie de spilare concentrata (20x) I x 100ml
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