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(57) Rezumat:

Inventia se referd la o trusa si o metoda pentru diagnos-
ticarea rapida a Sindromului Respirator Reproductiv
Porcin (PRRS). Trusa, conform inventiei, este formata
dintr-un ansamblu de compartimente contindnd un
sistem de recoltare si transport in mediu lichid, lama
microscop, anticorpi monoclonali anti-PRRS si micros-
cop cu lumina ultravioletd. Metoda, conform inventjei,
consta Tn etapele: prelevare de la animale vii a probelor
de jetaj nazal, fluid oro-nazal pentru efectuarea unui
frotiu, respectiv, recoltare de limfonoduli ingvinali de la
cadavre pentru efectuarea unor frotiuri din amprente de
limfonoduri, depunerea conjugatului cu fluoresceina pe
lamelele uscate, cu incubare timp de 1 h latemperatura
de 37°C pentru efectuarea imunofluorescentei directe

(IFD), examinarea lamelelor cu microscopul cu lumina
ultravioletd, asfel ca, in cazul probelor pozitive, celulele
infectate cu virusul PRRS au citoplasma intens fluores-
centa, ceea ce permite diagnosticul in faza timpurie a
sindromului PRRS.
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(1)
TRUSA SI METODA PENTRU DIAGNOSTICAREA RAPIDA A
SINDROMULUI RESPIRATOR REPRODUCTIV PORCIN
(2)

Inventia se referd la o trusa si o metoda, destinate diagnosticului precoce,
rapid si ieftin al Sindromului Respirator Reproductiv Porcin (PRRS, acronim de la
engl. Porcine Reproductive Respiratory Syndrome).

Sindromul reproductiv respirator porcin (PRRS) este o boala cu transmitere
virala la porci, care afecteaza capacitatea de reproducere la scroafe si provoaca
pneumonie si mortalitate crescutd la animalele tinere. Este o problema globala care
afecteaza industria suind, iar pierderile economice survenite sunt semnificative.
Pentru a combate aceastd boald se recurge la implementarea unor proceduri de
biosecuritate si dezvoltarea unor metode de diagnostic fiabile, precise si utilizabile
la nivelul fermei. Practic, in diagnosticul PRRS sunt utilizate doud categorii de
metode: metode care identifica virusul (examene virusologice) si metode care
surprind anticorpii in organismul animalelor (examene imunologice).

Indiferent de tipul examinarii — virusologice sau imunologice - existd multe
inconveniente si dezavantaje. Spre exemplu, in cazul examenelor virusologice
dezavantajul consta in faptul ca dureaza intre 10-14 zile si poate fi efectuat numai
in laboratoarele de virusologie care functioneaza in conditii de biosecuritate de
nivel 3, iar in cazul utilizérii tehnicilor de biologie moleculara sunt necesare
dotarea cu echipamente speciale si personal inalt calificat, iar materialele de lucru
si kiturile de diagnostic sunt foarte scumpe, motiv pentru care in tara noastrad
diagnosticarea PRRS nu poate fi realizatd decat in Laboratorul Institutului National

de Diagnostic (Fluerasu 2016).
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In general, in functie de scopul diagnosticului si momentul estimat al infectiei
sunt cunoscute si utilizate mai multe strategii de diagnostic a sindromului
respirator reproductiv porcin (PRRS), prin folosirea urmatoarelor metode care pot

fi clasificate astfel:

I. Metode care permit detectarea virusului. Aceste metode sunt utilizate

pentru: i) detectarea infectiei la cel putin un animal dintr-o ferma (stabilirea
prezentei infectiei in ferma), ii) determinarea prevalentei unui virus in ferma
(calcularea proportiei animalelor afectate), iii) confirmarea expunerii la virus sau
vaccin (in cazul anchetelor epidemiologice longitudinal - retrospective) sau iv)

evaluarea momentului unei infectii (anchete epidemiologice transversale).

Metodele utilizate pentru detectarea virusului sunt:

1. Reactia in lant a polimerazei cu transcriptaza inversa sau metoda RT-
PCR (acronim de la reverse transcriptase polymerase chain reaction) se efectueaza
asupra fetusilor atunci cand se suspecteaza transmiterea verticala. Este o metoda
rapida, foarte sensibila si specifica, utilizatd pentru a detecta PRRS-ul din tesuturi
(inclusiv ser, sperma, lichide din cavitatea orala, plaméani, ganglioni limfatici,
splind si amigdale) si, de asemenea, din probe prelevate din mediu. Procesul
presupune extragerea ARN viral din proba biologica, conversia in ADN prin revers
transcriptaza, amplificarea prin PCR si detectarea ADN-ului amplificat.
Dezavantajul metodei RT-PCR este cd intervalul de detectare a virusului dupa
infectie difera atat intre tesuturile prelevate, cat si intre animale. In plus,
sensibilitatea ridicatd a RT-PCR poate avea ca efecte obtinerea unor rezultate fals
pozitive, din cauza contamindérii, in timp ce specificitatea primer-lor poate duce la
rezultate fals negative pentru variantele virale cu mutatii genetice. Referitor la

aceastd metoda, se cunoaste inventia CN103725793A, o metodid de RT-PCR
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cantitativ cu fluorescentd multiplad pentru detectarea virusului PRRS si aplicarea
acesteia.

2. Metoda imuno-histo-chimica (IHC) este utilizatd impreuna cu microscopia
pentru a detecta virusul PRRS in tesuturi precum: pulmonii, ganglioni limfatici,
timusul, amigdalele, splina si rinichi. De obicei, tesuturile sunt mai intai fixate cu
formol (desi pot fi utilizate si tesuturi proaspete) si apoi marcate cu anticorpi
monoclonali care vizeaza nucleocapsida virala. Acestea sunt vizualizate folosind
un anticorp secundar marcat. Metoda IHC are specificitate ridicata (100%), dar o
sensibilitate moderata (67%). Acest lucru poate fi, totusi, imbunatatit prin
procesarea tesuturilor in decurs de 48 de ore de la fixare. Sensibilitatea este mai
mare in stadiile incipiente ale infectiei, dar scade progresiv in fazele ulterioare,
cum ar fi la mai mult de 28 de zile post-infectie si, ca urmare, dupa 90 de zile de la
infectie, metoda nu mai este recomandatd. Metoda IHC este eficienta pentru
identificarea unor virusuri transmise purceilor (transmitere verticald), dar nu este la
fel de eficienta pentru variantele virale cu mutatii genetice. Costurile ridicate ale
kiturilor folosite face ca utilizarea acestei metode sa nu fie foarte accesibila
(Halbur 1995, Manzano 2017, Thanawongnuwech 2003). In acest sens, se cunosc
abordari imuno-histo-chimice cum sunt, de exemplu, cele descrise in inventia
US9872898B2 cu titlul compozitii si metode pentru tratarea si prevenirea
sindromului reproductiv si respirator porcin.

3. Metoda coloratiei directe a anticorpilor fluorescenti (Fluorescent
antibody staining, acronim FA) este o metoda utilizatd in mod obisnuit pentru a
evalua lavajul bronhoalveolar sau tesutul pulmonar proaspat/inghetat. Prin aceasta
metoda probele de lichid bronho-aleveolar sau tesut sunt marcate cu anticorpi
fluorescenti pentru a se vizualiza nucleocapsidele. Acest proces permite
identificarea virusului PRRS intr-un timp mai redus si mai ieftin decat IHC, dar ca

si In cazul [HC, este posibil sa nu detecteze variantele virale care au suferit mutatii

o
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si si nu fie recomandat in etapele tarzii ale infectiei. In plus, diagnosticul fals
pozitiv este o problema, din cauza specificitatii slabe a anticorpului primar sau a
colorarii de fond ridicate. In acest sens, se cunoaste inventia CN102297969A , o
metoda de preparare a reactivului imunofluorescent pentru diagnosticul diferential
al Sindromului Reproductiv Respirator Porc.

4. Utilizarea benzilor de testare imuno-cromatica (strips-uri), desi nu sunt
incé folosite pe scard larga, acestea au potentialul de a oferi o detectare rapida si
convenabila a virusului PRRS, fara a fi nevoie de expertiza sau echipamente
specializate. Benzile imunocromatice detecteaza virusul din ser sau din omogenate
tisulare. Probele sunt amestecate cu anticorpi monoclonali marcati cu aur care
vizeaza proteine specific virale PRRS, formand complexe proteind-anticorp care
sunt capturate pe benzi. Complecsii astfel capturati sunt apoi detectati cu ajutorul
unui anticorp secundar marcat. In acest sens, se cunoaste inventia CN102621319B
- strips-uri de diagnostic rapid cu aur coloidal pentru a distinge sindromul

reproductiv respirator porc clasic (PRRS) de PRRS inalt patogen (HPRRS).

I1. Metode care permit detectarea anticorpilor specifici PRRS. Detectarea

anticorpilor specifici PRRS din ser (cel mai frecvent), salivd sau transudat este cea
mai comuna metoda de diagnosticare a PRRS, dar se efectueaza doar dupa aparitia
anticorpilor in organism. Unele metode, desi foarte specifice, solicitd timp
indelungat si resurse majore (de exemplu, testul de imunoperoxidazia monostrat),
altele produc rezultate greu de interpretat (neutralizarea virusului), iar altele nu pot
decela intre anticorpii generati de o infectie noud sau de cei vaccinali. Metodele
care permit detectarea anticorpilor sunt:

1. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) - este cel mai utilizat test
avand o specificitate de pand la 99,9% si o sensibilitate de pana la 98,8%. Cu toate

ca testul ELISA este rapid si convenabil la pret, are serioase dezavantaje generate

cr
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de faptul cé raspunsurile imune sunt variabile de la un animal la altul, iar nivelurile
de anticorpi detectate nu reflectd neapirat virulenta agentului. in plus, raspunsurile
fals pozitive, anticorpii materni si anticorpii din furaje pot genera perturbatii ale
rezultatelor. In acest sens, se poate exemplifica inventia US20120040335A1, care
presupune identificarea virusului sindromului reproductiv si respirator porcin.

2. Testul imunologic cu microsfere fluorescente (fluorescent microsphere
immunoassay, acronim FMIA) este o versiune a testului ELISA care utilizeaza
microsfere fluorescente diferentiat colorate pentru a capta anticorpi anti-PRRS,
care sunt apoi marcati cu anticorpi secundari marcati fluorescent. Tehnica permite
detectarea simultand a mai multor anticorpi diferiti intr-o singurd proba mica.
FMIA efectuatd pe probe de ser are o sensibilitate de 98% si o specificitate de 95%
si, daca se efectueaza pe fluide din cavitatea orala, sensibilitatea este de peste 92%
si specificitatea de 95% (mult peste alte metode care utilizeaza lichidele orale). De
asemenea, testul este mai sensibil decat ELISA pentru detectarea anticorpilor in
cazul infectiilor precoce. In acest sens, se cunoaste inventia US20130210654A1
reprezentatd de un test multiplex pentru moleculele imune care descrie metode
pentru detectarea a cel putin sapte citokine intr-o proba biologica provenita de la
suine. Inventia furnizeaza seturi de analize multiplex care permit detectarea si
cuantificarea citokinelor si utilizarea metodelor si truselor pentru diagnostic,
prognostic si monitorizarea imunitatii.

3. Testul de fluorescenta indirecta a anticorpilor (indirect fluorescent
antibody - acronim [FA) utilizeaza anticorpi secundari marcati fluorescent pentru
a detecta anticorpii anti-PRRS. IFA are o specificitate buna, dar sensibilitatea
depinde de multi factori, inclusiv de tipurile de celule utilizate pentru captarea
anticorpilor, protocoalele de laborator si profilul antigenic al anticorpilor anti-
PRRS. in mod obisnuit, IFA se face dupi ELISA pentru a confirma rezultatele fals

pozitive, dar poate fi utilizatd si in programele de supraveghere care folosesc probe
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din cavitatea bucala sau transudate musculare. in acest sens, se cunoaste inventia
US10088481B2 care descrie metode pentru detectarea directd a virusurilor
intracelulare cu ajutorul anticorpilor fluorescenti.

4. Utilizarea benzilor de testare imuno-cromatica (strips-uri) care, asa cum
este cazul detectdrii virusului, permit detectarea anticorpilor specifici ai virusului
PRRS (folosindu-se proteina virald N). Strips-urile sunt ieftine, rapide si usor de
utilizat, fara a fi nevoie de echipamente scumpe si au o sensibilitate de 93% si o
specificitate de 98%, dar permit diagnosticul dup aparitia anticorpilor. In acest
sens se cunoaste inventia CN108845149A care descrie benzile de testare de tip
duplex cu aur coloidal si metoda de preparare a acestora, detectarea simultana a
virusului sindromului reproductiv respirator porcin si a virusului pestei porcine.

Se cunoaste inventia US5698203 A care se referd la tulpinile europene ale
virusului PRRS, care sunt atenuate si prezintd un model de reactie caracteristic cu
doi anticorpi monoclonali impotriva PRRSV de tip silbatic. Inventia se referd, de
asemenea, la vaccinuri pentru protectia porcilor impotriva PRRS, la anticorpi
monoclonali reactivi cu virusul PRRS si la anticorpi monoclonali specific
nereactivi cu tulpinile atenuate.

Se cunoaste inventia US2007004006A1 care furnizeaza metode, dispozitive si
truse pentru detectarea unei clase de virus al sindromului reproductiv si respirator
porcin (PRRS) sau PRRSV, intr-un fluid biologic. Inventia se bazeaza partial pe un
agent care leagd proteina nucleocapsida (N) a PRRSV. Agentul poate fi un anticorp
care leagd proteina N cu specificitate. Sunt furnizate compozitii si dispozitive care
cuprind agentul de legare, precum si metode de utilizare a acestuia. De asemenea,
sunt furnizate metode de pregétire a dispozitivelor si truselor pentru practicarea
metodelor.

De asemenea, se cunoaste inventia RO130705A0 care se referd la un

dispozitiv portabil si la 0 metoda de crio-includere a unui material tisular pentru

SN
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examinare microscopicd, utilizata in special 1n spitale si in laboratoarele de
cercetare. Conform inventiei, dispozitivul constd dintr-o cuva care, impreuna cu o
carcasa cu capac, determind un spatiu interior pentru o camerd de congelare care
este izolatd termic cu un strat izolator in interiorul cuvei, in cuva fiind montat un
bloc metalic cu céldura specifica si conductivitate termica crescuta, de reguld din
aluminiu, prevazut pe o parte cu adancituri conice avand rolul de a modela cavitéti

pentru includerea tesuturilor in masa de gheata.

Metodele si instrumentele mai sus prezentate prezintd dezavantajul ca sunt in
general costisitoare, unele sunt nespecifice sau putin sensibile, necesitd dotéri si un

personal Tnalt calificat, iar rezultatele lor nu sunt rapid disponibile.

(4)
Problema tehnicéa pe care o rezolva inventia de fatd consta in realizarea unei
truse si a unei metode care sa permitd diagnosticarea rapida si ieftind, fara personal

inalt calificat, a Sindromului Respirator Reproductiv Porcin (PRRS).

(5)
Trusa si metoda pentru diagnosticarea rapida a sindromului PRRS, conform
inventiei, elimina dezavantajele de mai sus prin aceea ca este realizata in felul

urmator:

- O trusa pentru diagnosticarea rapida a sindromului PRRS alcatuita din:
a. O valiza (servietd) din material rezistent, cu interiorul compartimentat,
cu posibilitate de racire si incalzire a unor compartimente la priza de

la masina.
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b. Un compartiment rece in care se pastreaza un recipient cu anticorpi
monoclonali anti-PRRS (4nti PRRSV monoclonal antibody labelled
with fluorescein isothiocyanate);,

c. Un compartiment pentru sistemele de prelevare si transport in mediu
lichid a jetajului oro-nazal, in care un betisor steril este transportat
intr-o eprubeta sterild, prevdzuta cu dop si niste recipiente sterile
pentru probe de tesut in cazul prelevarii probelor de tesut a
limfonodurilor de la cadavre, care daca nu se executa pe loc se pot
introduce in compartimentul ricit al trusei,

d. Un compartiment pentru sticlarie, compartiment destinat depozitarii
unor lame si a unor lamele de sticld pentru frotiu/microscop, a unui
pahar si a unor pipete;

e. Un compartiment pentru niste micropipete del1-100 pl si 100-1000 pl;

f. Un cdmpartiment pentru niste recipiente cu lichide de maximum 100
ml pentru: 1. apa bidistilata, 2. solutie PBS, 3. solutie Blue Evans, 4.
alcool etilic si 5. acetond;

g. Un compartiment pentru microscop cu lumina ultravioleta — obiectiv
20X;

h. Un compartiment pentru microincubatie pe termen scurt — de regula, o
ord la temperatura de 37°C;

i. Un compartiment tip buzunar pentru hértie absorbanta/hartie de filtru;

j- Un compartiment tip buzunar pentru documente si fise de observatie

d.p.d.v. al examenului necropsic.

- O metoda pentru diagnosticarea rapida a sindromului PRRS care se
realizeaza in urmatoarele etape:

- degresarea lamelor de sticld cu alcool etilic;
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- etalarea probelor: din jetaj (o picaturd) sau amprenta pe lama din
limfonoduri;

- uscarea lamelor cu materialul patologic etalat;

- fixarea lamelor cu materialul patologic in acetona, timp de 15 minute;
- uscarea lamelor, timp de doua ore;

- spalarea lamelor, cu solutie PBS-Blue Evans;

- uscarea finalad a lamelor;

- depunerea conjugatului cu fluoresceina pe lamele uscate (0,1 pl);

- incubarea lamelor timp de o ord la temperatura de 37°C;

- examinarea lamelor la microscopul cu lumina ultravioleta;

- interpretarea si analiza rezultatelor

(6)
Trusa si metoda pentru diagnosticarea rapida a sindromului PRRS conform
inventiei prezinta urmitoarele avantaje:

- permit diagnosticul atit de la animale in viata, cat si de la cele supuse
examenului morfopatologic efectuat in cadrul medicinei legale;

- permit diagnosticul in faza timpurie a bolii, ceea ce asigura initierea rapida a
masurilor de profilaxie si combatere a tehnopatiei reproductive PRSS; in
asociere cu epidemiologia analitica (identificarea, cuantificarea si
ierarhizarea factorilor de risc), diagnosticul ultrarapid si nesofisticat permite
gestionarea aspectelor tehnopate;

- are o durata de executare foarte scazuta comparativ cu examenele
imunohistochimice, metodele virusologice care necesitd 7, respectiv 10-14

zile;
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- nu necesita conditii speciale de lucru — spre exemplu metoda examenului
virusologic solicitd conditii de biosecuritate extrem de stricte —nivel de
biosecuritate 3.

- nu necesitd echipamente speciale cum sunt cele necesare pentru metodele de
biologie moleculara reprezentatd de RT-PCR, care solicita dotare cu
echipamente speciale si personal inalt calificat si utilizeaza materialele si
consumabile extrem de scumpe.

- kitul de diagnostic este ieftin, de cateva ori mai ieftin decat kitul pentru
examenul imunohistochimic;

- trusa poate fi utilizata de cétre tehnicieni veterinari - personal care nu are
inaltd specializare si/sau calificare;

- trusa si metoda se pot aplica pe scara larga.

(7

Se di in continuare un exemplu de realizare a inventiei, in legdtura cu
figurile 1 si 2 , care reprezinta:

suine.

Fig.2 - Vedere de ansamblu a alcétuirii si compartimentérilor trusei care

permite diagnosticarea rapida a sindromului PRRS.

(8)
Trusa si metoda pentru diagnosticarea rapidé a sindromului PRRS conform
inventiei este realizata dintr-un ansamblu (sistem de recoltare si transport in mediu

lichid, lam&, microscop, anticorpi monoclonali anti-PRRS si microscop cu lumina
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ultravioletd) care, aplicind metoda, permite obtinerea unui diagnostic cu un grad
mare de specificitate si sensibilitate intr-un timp foarte redus.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia de fatd consta in diagnosticul
PRSS prin combinarea reactiei de imunofluorescenta directd cu examinarea la
microscopul cu lumina ultravioletd; ca urmare are loc detectarea bolii de la debut
pana la exitus prin juxtapunerea imunofluorescentei directe cu microscopia in
ultraviolet, care permite att identificarea virusului, cat si a antigenelor virale.

Trusa si metoda pentru diagnosticarea rapida a sindromului respirator
reproductiv porcin permite decelarea timpurie a entitétii morbide PRSS, aspect
deosebit de util in gestionarea tehnopatiilor reproductive din industria porcului,
prin combinarea reactiei de imunofluorescenta directa cu examinarea la
microscopul cu luminé ultravioleta; juxtapunerea imunofluorescentei directe cu
microscopia in ultraviolet permite identificarea virusului - respectiv a antigenelor
virale cantonate in celulele limfonodurilor.

Trusa contine toate instrumentele, echipamentele, materialele si reactivii
necesari stabilirii diagnosticului la nivelul fermei/halei in care sunt suspiciuni ale
bolii, oferind posibilitatea prelevarii probelor atat de la animalele vii cat si de la
cadavre. Practic, utilizarea trusei si metodei pentru diagnosticarea rapida a
sindromului respirator reproductiv porcin are la bazi reactia de
imunofluorescenta directa, cu examinarea la microscopul cu lumina
ultravioleti pentru evidentierea antigenelor. In acest sens, se pot recolta/utiliza
doua tipuri de probe:

i) de la animalele vii se recolteaza jetaj nazal sau fluid oro-nazal, din care se
efectueaza un frotiu;
ii) de la cadavrele supuse examenului necropsic se recolteaza noduli limfatici

pentru efectuarea unor frotiuri din amprente de limfonoduri.
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Trusa cu urmitoarele compartimente, buzunare si kit, se compune din
urmitoarele compartimente si piese, cu urmatoarele caracteristici:

a. O valiza (geantd) din material rezistent, cu interiorul compartimentat, cu
posibilitate de racire si incélzire a unor compartimente la priza de la masina.

b. Un compartiment rece pentru un recipient cu gheata carbonicé in care se
pastreaza recipientul cu anticorpi monoclonali anti-PRRS (Anti PRRSV
monoclonal antibody labelled with fluorescein isothiocyanate);

c. Un compartiment pentru sistemele de prelevare 1. sistem de prelevare a
jetajului oro-nazal cu betisor steril, amplasat intr-o eprubeta sterila,
previzuti cu dop. in situatia in care proba trebuie transportati, se pot utiliza
dispozitive de prelevare si transport in mediu lichid si 2. recipiente sterile
pentru probe de tesut — in cazul prelevarii nodulilor limfatici de la cadavre.
Dacé examinarea nu se executi pe loc, probele de tesut se pot introduce in
compartimentul racit al trusei;

d. Un compartiment pentru niste sticlarie: este compartimentul destinat pentru
depozitarea/transportul unor lame si lamele de sticld pentru frotiu/microscop,
a unui pahar si a pipetelor;

e. Un compartiment pentru niste micropipete de 1-100 pl si 100-1000 pl;

f. Un compartiment pentru niste recipiente cu lichide (recipiente de maximum
100 ml pentru: 1. apa bidistilata, 2. solutie PBS, 3. solutie Blue Evans, 4.
alcool etilic si 5. acetond);

g. Un compartiment pentru un microscop cu lumina ultravioletd — obiectiv
20X,

h. Un compartiment cald pentru microincubatie pe termen scurt — de reguld, o
ord la temperatura de 37°C;

i.  Un buzunar pentru niste hartie absorbanté/hartie de filtru;
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j.  Un buzunar pentru niste documente/acte si fise de observatie/examen

necropsic.

Materiale, mod de lucru

Pentru detectia antigenelor virale se preleveazi jetaj de la animalele vii sau
limfonoduli ingvinali, cu leziuni anatomopatologice macroscopice caracteristice
sindromului PRRS, de la cadavre. Limfonodurile (care contin ARN-ul viral) sunt
utilizate pentru efectuarea amprentelor pe lame de sticld in vederea efectuarii
imunofluorescentei directe (IFD).

Antigenul viral nucleocapsidal este detectat cu ajutorul anticorpilor
monoclonali anti PRRSV (de exemplu, PRRSV monoclonal antibody labelled with
fluorescein isothiocyanate — BIO 268, furnizat de BIO-X Diagnostics).

Frotiurile obtinute sunt citite cu ajutorul microscopului cu lumina ultravioleta.

1. Materialele necesare:

- proba biologica prele.vata'l pe mediu lichid sau nodul limfatic;
—anticorpi monoclonali Anti PRRSV marcati cu fluoresceina
isotiocianat;
- sticlaria necesara (pahare, lame, lamele, pipete);
- micropipete cu volum reglabil (1ul - 1000ul);
- apa bidistilatj;
- solutie PBS;
- solutie Blue Evans;
- alcool etilic;
- acetona;
- hartie absorbanta.
2. Aparatura necesara:

- compartiment rece din trusa de diagnostic 4°C (sau frigider);
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- compartiment cald/termostat la 37°C;
- microscop cu lumina ultravioleta
3. Etapele de lucru si citirea frotiurilor:
- degresarea lamelor de sticla cu alcool etilic;
- etalarea probelor din jetaj (o picdturd) sau din limfonoduri prin
amprentd pe lame;
- uscarea lamelor cu materialul patologic etalat;
- fixarea lamelor cu materialul patologic in acetona, timp de 15 minute;
- uscarea lamelor;
- spalarea lamelor, cu solutie PBS-Blue Evans;
- uscarea finala a lamelor;
- depunerea conjugatului cu fluoresceina pe lamele uscate (0,1 pl);
- incubarea lamelor timp de o ord la temperatura de 37°C;
- examinarea lamelor la microscopul cu lumina ultravioleta.
in cazul probelor pozitive, in cAmpul microscopic se observa limfocite cu
dimensiuni diferite care pot fi interpretate ca limfocite mici, mijlocii, mari si

plasmocite, a céror citoplasma este intens fluorescentd datoritd faptului ca

antigenele virale sunt cuplate cu anticorpii marcati cu fluoresceina. Méarimea
limfocitelor cu citoplasma fluorescenta se apreciazd dupa conturul celular evident,
nucleii bine individualizati, iar raportul intre nucleu si citoplasma a fost
aproximativ egal (limfocite mici si mijlocii). Limfocitele mari au un aspect
asemandtor, plasmocitele au o forma alungitd cu nucleu oval, cu citoplasma
dominanta 1n raport cu nucleul. Citoplasma celulelor infectate cu virusul PRRS are
un aspect galben-verzui stralucitor.

in cazul probei negative (in absenta virusului), nu se observa limfocite cu

citoplasma fluorescenta.
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REVENDICARI

1. Trusa pentru diagnosticarea rapida a sindromului PRRS caracterizata prin
aceea ca este alcatuitd din:

a. O valiza (geantd) din material rezistent cu interiorul compartimentat,
cu posibilitate de récire si incdlzire a unor compartimente la priza de
curent de la masina.

b. Un compartiment rece in care se pastreaza un recipient cu anticorpi
monoclonali anti-PRRS;

c. Un compartiment pentru sistemele de prelevare si transport in mediu
lichid a jetajului oro-nazal in care un betisor steril este transportat
intr-o eprubetd sterild si niste recipiente sterile pentru probe de tesut
in cazul prelevarii , probelor de tesut a nodulilor limfatici de la
cadavre, care dacd nu se executd pe loc se pot introduce in
compartimentul racit al trusei,

d. Un compartiment pentru niste sticlarie, compartiment destinat pentru
depozitarea unor lame si a unor lamele de sticld pentru
frotiu/microscop, a unui pahar si a unor pipete;

e. Un compartiment pentru niste micropipete de 1-100 pl si 100-1000 pl;

f. Un compartiment pentru niste recipiente cu lichide de maximum 100
ml pentru: 1. apa bidistilatd, 2. solutie PBS, 3. solutie Blue Evans, 4.
alcool etilic si 5. acetond;

g. Un compartiment pentru un microscop cu lumind ultravioleta —
obiectiv 20X;

h. Un compartiment cald pentru microincubatie pe termen scurt — de

reguld, o ord la temperatura de 37°C;
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i. Un compartiment tip buzunar pentru niste hartie absorbantd/hartie de
filtru;
j. Un compartiment tip buzunar pentru niste documente si fise de

observatie / examen necropsic.

2. Metoda pentru diagnosticarea rapida a sindromului PRRS, caracterizata prin
aceea ca se realizeazi in urmatoarele etape:

- degresarea lamelor de sticla cu alcool etilic;

- etalarea probelor din jetaj (o picéturd) sau din limfonoduri prin

amprentd pe lame;

- uscarea lamelor cu materialul patologic etalat;

- fixarea lamelor cu materialul patologic in acetond, timp de 15 minute;

- uscarea lamelor;

- spalarea lamelor cu solutie PBS-Blue Evans;

- uscarea finala a lamelor;

- depunerea conjugatului cu fluoresceina pe lamele uscate (0,1 pl);

- incubarea lamelor timp de o ord la temperatura de 37°C;

- examinarea lamelor la microscopul cu lumina ultraviolets;

- interpretarea si analiza rezultatelor.

3. Metoda pentru diagnosticarea rapida a sindromului PRRS conform revendicarii
2 caracterizata prin aceea ca interpretarea rezultatelor se face in felul urmator:
- in cazul probelor pozitive, in cAmpul microscopic,
o se observid limfocite cu dimensiuni diferite, care pot fi interpretate ca

limfocite mici, mijlocii, mari si plasmocite, a caror citoplasma este

intens fluorescenté datoritd faptului ca antigenele virale sunt cuplate

cu anticorpii marcati cu fluoresceina,
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o marimea limfocitelor cu citoplasma fluorescenta se apreciaza dupa
conturul celular evident, nucleii bine individualizati, iar raportul intre
nucleu si citoplasma a fost aproximativ egal (limfocite mici si
mijlocii), limfocitele mari au un aspect asemanator, plasmocitele au o
forma alungita cu nucleu oval, cu citoplasma dominanta in raport cu
nucleul, iar citoplasma celulelor infectate cu virusul PRRS are un
aspect galben-verzui stralucitor.

- n cazul probei negative (In absenta virusului) nu se observa limfocite cu

citoplasma fluorescenta.
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. compartiment termoizolat rece, pentru anticorpi si probe
compartiment pentru sistemele de prelevare (lichid sau tisular)
compartiment pentru sticlarie

compartiment pentru micropipete

compartiment pentru recipiente cu lichide

compartiment pentru microscop cu lumina ultravioleta
compartiment termoizolat cald, pentru incubatie de scurta durata

buzunar pentru consumabile (hartie absorbanta)

A AN o S

buzunar pentru acte/documente

Fig.2. Vedere de ansamblu a alcatuirii si compartimentarilor trusei care permite

diagnosticarea rapida a sindromului PRRS.
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