PROSPECTUL PRODUSULUI

LEBCONTROL
Set de diagnostic serologic al leucozei enzootice bovine
prin testul de imunodifuzie in gel de agar
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2. DENUMIREA COMERCIALA A SETULUI DE DIAGNOSTIC
LEBCONTROL - Set de diagnostic serologic al leucozei enzootice bovine prin testul de
imunodifuzie in gel de agar.

3. INDICATII
Setul LEBCONTROL se foloseste doar in vitro, fiind destinat Laboratoarelor Sanitare-
Veterinare pentru diagnosticului de laborator al infectiei cu virusul leucozei enzootice bovine
(VLEB) prin testul de imunodifuzie in gel de agar.
LEBCONTROL este un produs constituit din reagenti specifici -antigen (AG-LEB), ser pozitiv
(SP-LEB) si diluant, in volum corespunzator dozajului.

4. CONTRAINDICATII
Nu este cazul.

5. FIECARE SET DE DIAGNOSTIC CONTINE:
- Antigen LEB (glicoproteina virald interna - 51, obtinuta prin prelucrarea culturii celulare
NBL-12 ce contine VLEB) - liofilizat
- Ser pozitiv LEB (ser ce contine anticorpi precipitanti fata de virusul LEB)- liofiliozat
In flacoanele de liofilizare se repartizeaza 0,8-2,4 ml antigen (AG- LEB), 3,65-11,00 ml ser
pozitiv (SP- LEB).
- Diluantul - reprezentat de apa deionizata sau bidistilata sterila, cu pH 6,0-8,0.
Flacoanele cu diluant contin 5-14 ml, corespunzator dozajului componentelor liofilizate.

6. FORMA DE PREZENTARE
- Ag-LEB - peleta liofilizata compacta sau usor poroasa, de culoare alb-galbuie.
- SP-LEB - peleta liofilizatd compacta de culoare brun-rosietica.
- Diluantul - lichid incolor, transparent.
Setul LEBCONTROL contine: 100, 150, 200, 250 si 300 de doze.

7. MATERIALE SUPLIMENTARE NECESARE UTILIZARII SETULUI
- Placi Petri din plastic cu diametrul 85 mm

- Matritd ce decupeazd godeul central cu pdiametigabade Mexauncosineele sasESolde
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- Micropipete cu varfuri (20-100 pl)
- Cilindru gradat

8. PRINCIPIUL METODEI:

Setul LEBCONTROL este utilizat in laboratoarele specializate pentru diagnosticul leucozei
enzootice bovine prin reactia de imunodifuzie in gel de agar. Principiul metodei se bazeaza
pe reactia de precipitare (linie de precipitare in gel de agar) intre virusul leucozei bovine
continut in antigenul LEB si anticorpii precipitanti prezenti in serul pozitiv sau in serul de
testat provenit de la bovine suspicionate de leucoza enzootica bovina.

9. MODUL DE AUTILIZARE AL SETULUI ,,LEBCONTROL” SI INTERPRETAREA
REZULTATELOR

MODUL DE UTILIZARE A SETULUI ,,LEBCONTROL”

Prepararea gelului de agar

Prepararea gelului de agar 1n care se executd reactia de imunodifuzie se efectueazd in tampon
TRIS, dupa urmatoarea reteta:

Prepararea tamponului TRIS: 1a 6,057 g TRIS se adauga apa distilata pana la 250 ml. La solutia
obtinutd se adauga 44,2 ml HCl 1N si apoi 85 g NaCl, dupa care se aduce la 1 litru cu apa
distilatd. Tamponul TRIS preparat va avea pH = 7,2. La 1 litru tampon preparat se adaugd 9 g
agar Noble, dupa care se fierbe amestecul la baie Marie pana la completa dizolvare a agarului.
Agarul astfel preparat se repartizeazd in flacoane prevazute cu dopuri si capse etanse, se
sterilizeaza si poate fi conservat la 4°C maximum 30 de zile.

Pregatirea placilor cu agar

Testul de imunodifuzie se executa in placi Petri cu diametrul de 85 mm, in care se repartizeaza,
dupd fluidifiere la cald, 15 ml agar preparat in tampon TRIS. Placile se lasa cu capacul
intredeschis, pe o suprafata orizontald, aproximativ o ora pentru solidificare. Stratul de agar are
0 grosime de 2,6 mm. In agarul solidificat se decupeazi godeuri cu ajutorul matritei care
executda godeuri de 6 mm, cu distanta intre godeuri de 3 mm. Godeul central va avea 4 mm.
Se indeparteaza rondelele de agar din fiecare godeu cu ajutorul unei pipete Pasteur racordata la
o pompa de vid. Dupa scoaterea rondelelor, placile se lasda la temperatura camerei cel pugin
30 minute si apoi se aspira lichidul de condens format in godeuri. Placile pregatite cu godeuri
vor fi folosite 1n aceeasi zi n care au fost prelucrate.

Modul de executare al testului de imunodifuzie in gel de agar (conf. O.L.LE. Manual de
Diagnostic Tests Vaccines for Terrestrial Animals (mammals, birds and bees), Fifth
Edition, 2008.

Antigenul este plasat in godeul central si serul pozitiv, alternativ, in godeurile 1 si 4 periferice.
Probele de ser de testat sunt plasate in celelalte 4 godeuri (fig. 1). Volumul reagentilor este de
32 ul/godeul central (antigen) si de 73 ul godeurile periferice.

Plicile sunt mentinute la temperatura camerei (20-25°C) in atmosferd umeda.

Dupa 24-48 ore reactiile de precipitare sunt examinate sub un fascicul ingust, intens oblic de
lumina, contra unui fond negru. Liniile de referinta trebuie sa fie clar vizibile la 24 ore si orice
ser de testat care este puternic pozitiv trebuie sa formeze linii de identitate ca cele intre reagentii
standard. O reactie slab pozitiva apare dupa 48 ore si este indicatd printr-o usoara curbare a
liniei de precipitare, intre godeul cu antigen si cel cu ser de testat. Serurile cu un titru inalt de
anticorpi precipitanti pot forma linii de precipitare mai largi care tind sd fie difuze. Aceste
reactii pot fi confirmate ca specifice pentru LEB prin diluarea serurilor, 1/2 sau 1/4 inaintea
retestdrii; acestea vor da o linie de precipitare mai distincta. Serurile lipsite de anticorpi contra
virusului LEB nu vor forma linii de precipitare si nu vor avea nici un efect asupra liniilor de
reactie a reagentilor standard.
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FIG. 1

2, 3,5, 6 — Seruri de testat
@ 7-Ag-LEB

INTERPRETAREA TESTULUI DE IMUNODIFUZIUNE N GEL DE AGAR (fig. 2)
Citirea reactiei se face la 24 de ore si la 48 de ore, iar interpretarea la 72 ore de la executare.

Se recomanda citirea reactiei la o sursa de lumina laterala si pe un fond Intunecat.

Se considera reactie pozitiva (fig.2) cand intre godeul cu antigen LEB si godeul cu ser de
testat apare o linie de precipitare clara la jumatatea distantei dintre godeuri, linie ce se uneste cu
linia de precipitare a serului pozitiv LEB (godeul nr. 2 si nr. 3).

Se consideri reactie slab pozitiva (fig.2) cand intre godeul cu antigen LEB si godeul cu ser de
testat apare o linie de precipitare tangenta la godeul cu ser de testat, unindu-se cu linia de
precipitare a serului pozitiv LEB (godeul nr. 5).

Se consideri reactie negativa (fig. 2) atunci cand intre godeul cu antigen LEB si godeul cu ser
de testat nu apar linii de precipitare (godeul nr. 6).

FIG. 2

@ 1-Sp-LEB
@ @ 2 — Ser de testat (pozitiv)
3 — Ser de testat (pozitiv)
@ 4 — Sp-LEB
5 — Ser de testat (slab pozitiv)
@ @ 6 — Ser de testat (negativ)
@ 7 - Ag-LEB

Se considera reactie nespecifica (fig. 3), cand intre godeul cu antigen si godeul cu ser de testat
apare o linie de precipitare care se intretaie cu linia de precipitare a serului pozitiv LEB (godeul
nr. 5) sau cand apar linii de precipitare difuze, scurte (godeul nr. 2) sau cu halouri (godeul nr.
6), care nu se unesc cu liniile de precipitare date de serul pozitiv LEB.

FIG. 3
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10. PRECAUTII SPECIALE PENTRU DEPOZITARE
Componentele liofilizate (Ag-LEB, Sp-LEB) si diluantul se conservi la 2-8°C, ferit de lumini,
atat la beneficiar, cat si pe timpul transportului (lazi izoterme sau masini frigorifice).
Dupid rehidratare, componentele setului LEBCONTROL se pistreazd la 2-8°C, timp de
7 zile.
A nu se congela.
A nu se utiliza dupa data de expirare inscriptionata pe eticheta.

11. ATENTIONARI SPECIALE
LEBCONTROL se utilizeaza cu respectarea masurilor de protectie a persoanei si a mediului.
Nu se folosesc reagenti expirati sau componente ale altor seturi.

12. PRECAUTII SPECIALE PENTRU ELIMINAREA PRODUSULUI NEUTILIZAT
SAU DESEURILOR
Pentru protectia mediului, flacoanele cu produs ramas neutilizat, flacoanele goale sau alte
deseuri sunt tratate cu un dezinfectant adecvat, neutralizate prin fierbere sau ardere si nu trebuie
aruncate in ape reziduale sau la resturi menajere, ci in locuri special amenajate.

13. MOD DE PREZENTARE
Setul LEBCONTROL utilizat in testul ID, contine:

PRODUS ID
ml doze
ANTIGEN 08; 1,2; 1,6;2,0; 24
LEB
SER POZITIV | 3,65;5,47;7,3;9,12; 11,00. 100, 150, 200, 250, 300
LEB
DILUANT 5 7; 9; 12; 14

14. VALABILITATE
Setul LEBCONTROL are o valabilitate de 24 luni de la data conditionarii.

15. ULTIMA REVIZIE A PROSPECTULUI
lanuarie 2012.

16. ALTE INFORMATII
Pentru orice informatii referitoare la acest produs veterinar, imunologic, de diagnostic, va
rugam sa contactati reprezentantul local al detinatorului autorizatiei de comercializare.

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