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20. 06.2000г.    № 119                                                                       УТВЕРЖДЕНО

                                              Главный Государственный инспектор

                                              ветеринарной медицины Украины – 

Начальник Государственного департамента

                                              ветеринарной медицины

                                              Вербицкий П.И.

                                              20 января 2000г.

РУКОВОДСТВО

по применению диагностика “ЛЕЙКОПОЛ”

Диагностик “Лейкопол” призначен для массовой серологической диагностики лейкоза крупного рогатого скота с помощью реакции имунодиффузии в геле агара (РИД) с целью выявления у животных, инфицированных вирусом лейкоза (ВЛ), противовирусных антител.
СОСТАВ

Диагностик “ЛЕЙКОПОЛ” рассчитан на исследование 250, 500, 1000 проб сыворотки крови на предметных стеклах и состоит из:

· антигена (АГ) для реакции имунодиффузии в жидком или леофилизированном состоянии, расфасованного во флаконы.Жидкий антиген розового или светло – желтого цвета разной степени интенсивности, а леофилизированный – в виде сухой, гомогенной, аморфной, мелкокристалической массы светло – коричневого цвета;

· специфической преципитирующей сыворотки (СПС) в жидком состоянии, расфасованной во флаконы;

· солевой смеси с агаром (ССА), расфасованной во флаконы;

· растворителя антигена ВЛ, расфасованного во флаконы. 
ПОРЯДОК ПРИМЕНЕНИЯ

Постановка реакции имунодиффузии

Солевую смесь с агаром переносят в колбу ёмкостью 300 – 500 см3, добавляют 100 см3 дистилированной воды и перемешивают 15 – 30 сек. Колбу с суспензией помещают в кипящую водяную баню и выдерживают 50 – 60 мин., периодически перемешивая содержимое до полного растворения.

Растворенный агар – гель разливают на предметные стекла по 1,8 – 2,0 см3, которые располагают на столе с четкой горизонтальной поверхностью. Формирование плотного слоя агара, пригодного для прорезания лунок, происходит за 20 – 25мин.

С помощью прямоугольного штампа прорезают лунки в геле, не допуская его отслоения от предметного стекла. Образовавшиеся гелевые диски удаляют из лунок. Диаметр каждой лунки – 5 мм, растояние между центральной и переферической лунками – 3 мм (рис1).

Жидкий антиген для реакции имунодиффузии используют без предварительной подготовки, леофилизированный антиген растворяют (1:1) в растворителе. Для быстрого растворения антигена его растворяют во флаконе стеклянной полочкой.

Специфическую преципитирующую сыворотку используют без предварительной подготовки.

Антиген (АГ) и специфическую преципитирующую сыворотку (СПС) вносят в центральные лунки, а испытуемые сыворотки – в лунки периферических рядов (рис. 2).
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Рис.1.                       Рис. 2.

После завершения постановки реакции предметные стекла помещают в камеру (эксикатор, стерилизатор) с водой, которая налита высотой 1 – 2 см между дном камеры и подставкой для стекла. Камеру ставят в термостат с температурой нагревания 24 – 260С.

Оценка результатов реакции имунодиффузии

Учет результатов реакци имунодиффузии проводят через 48 – 72 часа. Для этого предметные стекла просматривают в луче осветителя (ОИ –19, ОИ - 24). Для удобства учета рекомендуется использовать бинокулярную лупу БЛ – 2 с увеличением х2,5.

Результаты реакции имунодиффузии с испытуемыми сыворотками оценивают в сравнении с реакциями антигена и специфической преципитирующей сыворотки. Положительная реакция со специфической преципитирующей сывороткой характеризуется образованием чётко ограниченной линии белого цвета разной степени интенсивности (контрольная линия) между лунками, заполнеными антигеном и специфической сывороткой. При отсутствии этой линии оценку результатов реакции имунодиффузии с испытуемыми сыворотками не проводят.

Реакцию с испытуемыми сыворотками оценивают как положительную:

· положительная реакция с испытуемой сывороткой, инфицированной вирусом лейкоза, характеризуется образованием линии преципитации, которая соединяется с контрольной линией (рис.2. лунки 2,8);

· сплошная линия преципитации между лунками с антигеном и испытуемой сывороткой крови животного, которое инфицировано вирусом лейкоза, может отсутствовать, но контрольная линия образует загиб, направленый в сторону испытуемой сыворотки (рис.2, лунка 3);

· возможно образование двух линий преципитации, одна из которых соединяется с контрольной линией, вторая представляет собой прямую линию, которая расположена ближе к лунке с испытуемой сывороткой. Образование этой линии свидетельствует о наявности в испытуемой  сыворотке антител к антигену р – 24 вируса лейкоза (рис.2, лунка 10).

Реакцию с испытуемыми сыворотками оценивают как отрицательную:

· отрицательная реакция характеризуется отсутствием линии преципитации между лунками с антигеном и испытуемой сывороткой (рис.2, лунки 1,4,5,7,9,12);

· в том случае, если образованая линия между лунками с антигеном и  испытуемой сывороткой не соединяется с контрольной линией, а образует “шпору” или пересекает её, реакцию считают неспецифической и отрицательной (рис.2, лунки 6,11).

ПРЕДОСТЕРЕЖЕНИЕ

Каждый компонент вносят отдельной пипеткой. Объём компонентов, которые вносят, определяют по заполнению лунок и выравниванию мениска в лунках до уровня поверхности геля.

При неполном заполнении лунок или переполнении их с растеканием реагентов на поверхности геля, при внесении в лунки разных компонентов одной пипеткой, при подтекании компонентов под шар геля или при попадании в соседние лунки, необходимо реакцию повторить.

Обязательно, после завершения постановки реакции имунодиффузии, камеру (эксикатор, стерилизатор) необходимо поместить в термостат с температурой нагревания 24 – 260С.

ХРАНЕНИЕ

В замороженном состоянии, при температуре от 00С до 40С.

Срок хранения – 12 месяцев.

Если набор не соответствует требованиям руководства или активность компонентов набора низкая, использование набора прекращают и сообщают в Государственный научно – контрольный институт биотехнологии и штаммов микроорганизмов (ГНКИБШМ) и предприятие – изготовитель. Одновременно с нарочным в ГНКИБШМ направляют 1 набор (коробку) диагностика в соответствии с ”Указаниями о порядке  предъявления рекламаций на биологические препараты, предназначенные для применения в ветеринарной медицине“ от 03.06.98 № 12, по адресу: 03151, г. Киев – 151, ул. Донецкая, 30, ГНКИБШМ. 

Руководство разработано доктором медицинских наук, заслуженным деятелем науки, профессором Нагаевой Л.И. – НПООО “ЛЕЙКОПОЛ”, Ковалюшко В.С. – Центральная государственная лаборатория ветеринарной медицины Министерства аграрной политики Украины, контролёром готовой продукции НПООО “ЛЕЙКОПОЛ” Рыбак С.В.
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