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Prezentare generala

Kitul de testare IDEXX HerdChek* a encefalopatiei spongiforme bovine (BSE)- Scrapie este
un test imunoenzimatic (EIA) de captare a antigenului pentru detectarea conformatiei
anormale a proteinei prionice (PrPS) in cadrul analizei post-mortem a tesuturilor din creier
(de preferat de la nivelul obexului) de la bovine, rumegétoare mici (ovine i caprine) si
cervidee afectate de ESB, scrapie sau boala (sindromul) oboselii cronice (chronic wasting
disease - CWD). In cazul rumegatoarelor mici, testul va detecta, de asemenea, Prse in
tesutul ganglionilor limfatici sau al splinei; in cazul cervideelor, testul va detecta, de
asemenea, PrPS¢ In ganglionii limfatici retrofaringieni (RPLN). Acesta este conceput pentru a
identifica rapid probele care contin PrPScasociate bolii, cu o minima manipulare a probelor,
putand fi automatizatd pentru posibilitatea de a testa un numar mare de probe..

Acest kit este destinat exclusiv uzului veterinar.

Pentru statele membre ale Uniunii Europene: Acesta este un test rapid aprobat de UE
pentru depistarea in vitro a ESB si a PrPS¢legate de scrapie la bovine si rumegatoare
mici. De asemenea, acest test poate fi utilizat in UE pentru testarea rapida a cervideelor
in vederea depistérii encefalopatiei spongiforme transmisibile (EST). Validarea acestui
kit a fost efectuatd utilizand probe de tonsile, ganglioni limfatici retrofaringieni si trunchi
cerebral de la elan (Cervus canadensis).

Producatorul testului rapid trebuie sa dispuna de un sistem de asigurare a calitatii
aprobat de Laboratorul de Referinta al Uniunii Europene (EURL), care s garanteze ca
performanta testului nu se modifica. Producatorul trebuie s& puné la dispozitia EURL
protocolul de testare. Instrumentarul de recoltare a probelor si modificarile ale testului
rapid sau a protocolului de testare (inclusiv prelevarea probelor) pot fi efectuate
numai fn urma unei notificari prealabile catre EURL si cu conditia ca EURL sa considere
¢4 modificarea nu reduce sensibilitatea, specificitatea sau fiabilitatea testului rapid.
Aceasta constatare se comunica Comisiei UE si laboratoarelor nationale de referinta [in
temeiul Regulamentului (CE) nr. 956/2010 de modificare a Regulamentului (CE) nr.
999/2001].

Descriere si principii
Acest kit utilizeaza o metodé brevetatd sub licenta Microsens Biotechnologies (Londra,
Regatul Unit; in curs de brevetare) care permite detectarea prionilor anormali. Un ligand
specific PrPSc este imobilizat pe suprafata placii de captare a antigenului. Esantioanele

de testare sunt pregatite prin omogenizarea tesuturilor si apoi diluarea probei cu

diluantu! pl&cii de lucru. Dupa ce proba este distribuita pe placd, proteina anormaia
asociata bolii se fixeaza cu afinitate crescuta. Placile sunt spalate pentru a elimina
materialele nefixate, inclusiv conformatia normal& a proteinei PrP. In urma incubarii

cu tampon de tratare, antigenul fixat este apoi detectat cu ajutorul unui anticorp
specific PrP care a fost conjugat cu peroxidaza de hrean (HRPO). Placa este spalata
pentru a elimina conjugatul nefixat si se adaugé un substrat de peroxidaza.

Dezvoltarea culorii este legata de cantitatile relative de PrPS¢capturate de ligandul
imobilizat Tn godeul pl&cii de microtitrare.

Interpretarea rezultatelor probelor se bazeaz in functie de absorbtia probelor. O proba a
carei valoare Asso-Arer este mai mica decéat valoarea limitd este consideratéd negativa de
cétre IDEXX HerdChek BSE-Scrapie Antigen Test Kit. Probele ale c&ror valoare Asso-Arer
sunt mai mari sau egale cu valoarea limita (cutoff) sunt clasificate ca fiind pozitive pentru
PrPSe, O analizd de confirmare, cum ar fi imunohistochimia, este necesara pentru toate
rezultatele pozitive ale testelor.
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Componentele kitului
Pastrati toate componentele la 2-8°C.

Reactiv 460 teste

A Placi de captare a antigenului 5 placi

N Control negativ-Nereactiv cu placa de captarea  5x TmL
antigenului; conservat cu azida de sodiu

P Control pozitiv-Neinfectios, reactiv cu placa de 5x 1mL
captare a antigenului; conservat cu azida de
sodiu
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D1 Componenta 1 de dilutie a placii; conservat cu 20 mi
azida de sodiu
D2 Componenta 2 de dilutie a placii 5x 200 pL
R Diluant de reconstituire 20 ml
cB Tampon de tratare; conservat cu azida de sodiu 60 mL
cC Conjugat concentrat; conservat cu Bronidox L 300 pL
si metilizotiazolona
SRB-CC Concentrat conjugat de creier de rumegétoare 300 pL
micl;
conservat cu Bronidox L si metilizotiazolon
CD Solutie tampon pentru dilutia conjugatului cu 60 ml
detergenti si stabilizatori de proteine; conservat
cu Proclin
w1 Solutie de spélare 1X10; conservata cu azida 450 mi
de sodiu
w2 Solutie de spalare 2X10; conservata cu 450 mt
gentamicina
T Substrat TMB 60 mi
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Note: Consultati tabelul de la finalul insertului tehnic pentru o descriere a simbolurilor utilizate

in prospect si pe etichetele acestui kit.

Consultati finalul acestui prospect pentru avertismentele privind pericolele si precautiile legate de
reactivi.

Materiale si echipamente necesare (nu sunt furnizate in kit)

- Pipete de precizie si pipete cu mai multe canale adecvate pentru pipetarea unui
volum intre 25 si 200 pL. Volumele de reactivi mentionate Tn procedura de testare
necesitd o precizie a pipetei mai micé sau egala cu 5%.

- Cilindri gradati pentru solutiile de spalare

- Capace din plastic dur sau adezive pentru placi si tavite pentru distribuirea reactivilor

- Instrumentar de disectie de unica folosinta pentru prelevarea probelor sau dispozitiv de unica
folosinta pentru prelevarea probelor

- cititor pentru plicile de 96 de godeuri (echipat cu filtre de 450 nm si 620-650 nm) si spaldtor

- Instrumentul FastPrep* (FP120A, FP220A), FastPrep*-24, Precess 48%, Precess 24"
sau Precellys 24*.

- Pachet de accesorii - placi de dilutie, tuburi cu particule (bile/beads) pentru
omogenizarea tesuturilor, varfuri lungi de pipeta pentru transferul probei omogenizate
si capace adezive pentru acoperirea placilor (disponibile la IDEXX).

- Echipament de protectie personald - ochelari de protectie, halate de laborator,
manusi de unica folosintd, botosi pentru Tncaltaminte, bonete si masti de protectie
pentru fata.

= Solutie de stopare 0,5-1,0 N HClsau 1,0N H2S0s.

- Hipoclorit de sodiu (inalbitor), NaOH 1N si HCI 1N, apa deionizata

= Optional - instrument pentru procesarea automata a mostrelor cu o precizie de
pipetare de <2 5%, conform masuratorii anatizei CV (Tecan, de exemplu)

= Optional - agitator pentru microplaci (de exemplu, IKA MTS 2/4)

= Optional — incubator pentru pléci care poate mentine o temperaturd de 32-37°C cu un flux
de aer minim

= Optional - unitate dry heat block pentru microtuburi de 1,5-2 ml (capabild sa mentind Temperatura
de 70°C)

= Optional- microtuburi conice de 1,5-2 ml cu capac infiletat, fard margine.

Recoltarea si pregatirea tesuturilor

A. Tesut cerebral provenind de la bovine si de la rumegatoare mici

1. Recoltarea si testarea de laborator trebuie sa respecte Regulamentul (CE) nr. 999/2001, anexa
X, capitolul C, care se refera, in ceea ce priveste recoltarea probelor, la cea mai recenta editie a
Manualului Standardelor pentru teste de diagnostic si vaccinuri din cadrul Oficiului International
de Epizootii (OIE) cu mentiunea:. "Proba recomandatd pentru
analiza imunologica trebuie s fie din, sau cat mai aproape de obex,
dar nu mai departe de 1,5 cm anterior de obex.” Recoltati 0,30 g
(0,05 g) de tesut nervos din partea stanga sau dreapta
a trunchiului cerebral de la nivelul obexului (acolo unde
este posibil) cu ajutorul instrumentarului de de disectie si
cantariti proba pentru a se asigura cantitatea corecta.
Alternativ, dispozitivul IDEXX de recoltare a probelor
poate fi utilizat pentru recoltarea din obexul de bovine,
asa cum este descris in anexa. Personalul care urmeaza
s3 realizeze recoltarea din obex trebuie instruit in ceea
ce priveste metoda de recoltare.

Zona de rec

Imaginea din dreapta indicd zona corecta

de recoltare a probei.

NOTA: Dup4 recoltarea probei, trebuie sé rdmana

disponibild o hemisectiune completd a trunchiului Figura 1. Trunchiul cerebral bovin
cerebral, cu o regiune intactd a obexului si (daca este © British Crown Copyright (februarie
prezent) pentru testele de confirmare. 2005) reprodus cu acordul Agentiei

Laboratoarelor Veterinare
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2. Introduceti tesutul intr-un tub pentru omogenizarea tesutului si inchideti bine
capacul. Tuburile sunt prevazute cu bile ceramice si solutie tampon.

3. Patru instrumente de omogenizare a tesuturilor au fost validate pentru utilizarea
cu IDEXX BSE- Scrapie EIA. lntroducetl tuburile in instrument si omogenizati-le
conform indicatiilor echipamentului respectiv. Daca procesul de méruntire nu este
satisfacétor, repetati un ciclu.

= Programul instrumentului FastPrep*: Maruntiti probele timp de 40 de secunde la
viteza maxima (6,5 m/s). Daca este necesar un al doilea ciclu, instrumentul trebuije
lasat sa se raceascd 5-10 minute intre cicluri.

= Programul instrumentelor Precess 48*, Precess 24* si Precellys 24*: Se maruntesc
probele de 2 ori timp de 20-25 secunde fa 6500 rpm, cu o pauza de 5 secunde intre
cicluri.

4. Omogenatele (proaspete sau decongelate) pot fi pastrate la 18-26°C timp de pani la
4 ore Tnainte de Inceperea analizei.

Numarul de probe care trebuie pregitite intr-o singurd sesiune este flexibil.
Omogenatele pot fi depozitate timp de pana la 24 de ore la 2-8°C sau pastrate la <-
20°C timp de pana la 6 luni. Probele congelate trebuie sa fie decongelate si
amestecate bine prin inversare Tnainte de utilizare. Probele de tesut pot fi pastrate la -
80°C.

B. Tesut provenit din ganglioni lomfatici sau splina de rumegatoare mici

1. Se recolteaza 0,30 g (+ 0,05 g) de tesut din ganglionii limfatici sau din splin&. Pentru
ganglionii limfatici, trebuie s& se preleveze tesut astfel incat s3 maximizeze prezenta
celulelor centrului germinativ. Méaruntiti tesuturile in 8-10 bucati mici.

2. Continuati cu procesarea si depozitarea probei asa cum este descris in cazul tesutului cerebral.
NOTA: Tesutul gangllomlor limfatici sau tesutul splmel nu poate fi utilizat in
contextut recoltarii si testarii oficiale conform cadrului Regulamentului (CE) nr.
999/2001.

C. Tesut provenit din creierul si ganglionii limfatici ai cervideelor

1. Pregatiti tuburile de omogenizare a tesuturilor prin indepéartarea a 0,2 ml de solutie din fiecare
tub.

2. Se recolteaza 0,30 g (0,05 g) de tesut din ganglionul limfatic retrofaringian sau
din creier (de preferat de la nivelul obexului )- Tesuturile din creiere si cele din
ganglionii limfatici trebuie testate individual. In cazul ganglionilor hmfat:m trebuie
prelevate probe de tesut pentru a maximiza prezenta celulelor centrului germinativ.
Maruntiti tesutul ganglionar in 8-10 bucati mici.

Va rugdm sé refineti c&, in Germania, trebuie s& se efectueze teste individuale atat pentru tesutul cerebral, cat si pentru
tesutul ganglionar limfatic. Aceastd decizie respectd recomandarile orientarilor EURL (Orientérile laboratorului de referinta al
UE pentru EST pentru detectarea bolii cronice a pierderilor la cervidee, https://science.via.gov.uk/tse-lab-
net/documents/cwd-guidetines.pdf si Avizul stiintific privind boata cronica a pierderitor (li), Grupul stiintific pentru
pericole biologice al EFSA (BIOHAZ), EFSA Journal 2018;16(1):5132.. 59 p.).

3. Seintroduce tesutul intr-un tub de omogenizare a tesutului si se inchide bine capacul.

4. Se introduc tuburile Tn instrumentul de omogenizare a tesuturilor si se marunteste
conform indicatiilor echipamentului respectiv. Daca rezultatul procesului de
maruntire este insuficient, repetati inca un ciclu.

Programul instrumentului FastPrep*: Se macina probele timp de 30 de secunde la viteza
maxima (6,5 m/s). Se opreste instrumentul timp de cinci minute. Repetati méaruntirea
timp de inca 30 de secunde la viteza maxima. Daca rectificarea este insuficienta in urma
unei inspectii vizuale, repetati un ciclu.

Programul de instrumente Precess 48*, Precess 24* si Precellys 24*: Se macin& probele
timp de 30 de secunde la 6500 rpm. Se opreste instrumentul timp de cinci minute.
Repetati macinarea timp de inc@ 30 de secunde la 6500 rpm. Dacd maruntirea este
insuficientd in urma unei inspectii vizuale, repetati inca un ciclu.
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Pregatirea reactivilor

Solutii de spélare (solutie de spalare 1, solutie de spalare 2)

Solutiile de spalare concentrate trebuie aduse la 18-26°C si amestecate pentru a _
asigura dizolvarea eventualelor saruri precipitate. Fiecare concentrat de spalare trebuie
diluat 1:10 cu ap3 distilat sau deionizati inainte de utilizare (de exemplu, 40 mi de
concentrat plus 360 ml de apa pentru fiecare placa ce urmeaza a fi analizata).

Componenta 2 de dilutie a placii

Componenta 2 de dilutie a placii (D2) este furnizata sub forma unui compus liofilizat.
Solutia se preparé prin adaugarea a 200 pL de diluant de reconstituire (R), se lasa timp
de aproximativ un minut s& stea si apoi se amesteca usor. A se utiliza In decurs de 1 ora
de la preparare.

Diluantul placii

Componenta 1 de dilutie a placii (D1) trebuie sé fie adusa la 18-26°C. Pregatiti diluantul
placii de lucru adaugand 1 parte din componenta 2 de dilutie a placii (D2; preparat ca mai
sus) la 25 de parti din componenta 1 de dilutie a placii (D1) si amestecati bine (de exemplu,
120 uL D2 la 3,0 ml D1 pentru fiecare placa).

Este nevoie de aproximativ 2,75 ml de diluant al placii de lucru pentru fiecare placa atunci
cand se testeaza probe de creier . Testarea ganglionilor limfatici sau a splinei necesitad
aproximativ 5 mi de diluant pentru fiecare placa. Diluantul placii de lucru trebuie preparat si
utilizat in aceeasi zi.

Controlul negativ si controlul pozitiv

Controalele negative si pozitive sunt furnizate liofilizate. Se reconstituie fiecare control prin
adiugarea a 1 ml de diluant de reconstituire. Se lasa solutia s& stea timp de aproximativ 1
minut si apoi se amesteca energic. Se utilizeaza in termen de 2 ore de la preparare. NU
DILUATI MARTORII NEGATIVI SAU POZITIVI iN DILUANTUL PLACII DE LUCRU.

Solutii de anticorpi anti-PrP conjugate cu HRPO

Solutiile de anticorpi anti-PrP conjugate cu HRPO se prepara prin diluarea conjugatului
concentrat corespunzitor (a se vedea nota de mai jos) in diluant pentru conjugat (CD),
conform indicatiilor de pe eticheta (de exemplu, o dilutie de 1:100 ar necesita 120 pl de
conjugatului concentrat la 12 mi de diluant pentru conjugat). Consultati eticheta
conjugatului concentrat pentru a afla factorul de dilutie corect. Solutia de conjugat
concentrat trebuie preparatd si utilizata in termen de 4 ore.

NOTA IMPORTANTA: Exista doud conjugate concentrate disponibile pentru a fi
utilizate cu acest test. Selectati-l pe cel potrivit pentru tesutul care urmeaza sa fie
testat:

- Conjugat concentrat (CC)-Utilizati acest conjugat atunci cand testati probe de
creier de bovine si cervidee, probe de ganglioni limfatici de rumegatoare mici si
cervidee si probe de splind de rumegatoare mici.

« Conjugat concentrat pentru creier de rumegétoare mici (SRB-CC)-Utilizati
acest conjugat atunci cand testati tesutul cerebral de rumegéatoare mici.

« Pentru fiecare tip de conjugat testat trebuie incluse godeuri de control negativ si pozitiv.

Solutie de stopare pe baza de acid

Solutia stop pentru analizad nu este furnizata in kitul de testare. Solutia stop (0,5-1,0 N HCl sau
1,0 N H2S504) poate fi achizitionata la concentratia de lucru coresupunzatoare sau preparata
din solutie concentrata.

Toate cele trei protocoale descrise mai jos necesitd aducerea reactivilor la o temperatura
de 18-26°C inainte de utilizare. Inainte de inceperea testului, pregétiti solutiile care
urmeaza sé fie utilizate in cadrul analizei. Se amesteca toti reactivii prin agitare usoara.
Controalele (negative si pozitive) trebuie amestecate energic si testate in dublu exemplar.
Trebuie s& se utilizeze un capac pentru placa pentru a acoperi placa pe durata analizei.
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Péastrarea reactivilor preparati

Articolul Volum de reconstituire Perioada de valabilitate

2 ore la 18-26°C
N/P Control 1mi (6 luni la -20°C)

negativ/pozitiv

ora la 18-26°C (6 luni la -
D2 Componenta 2 de 200 pL. 20°C)
dilutie a placii

8 ore la 18-26°C
Diluantul placii de lucru | NA

4 ore la 18-26°C
Solutii HRPO:anti-PrP NA

1 saptamana la 18-26°C
Solutie de spdlare 11X | NA

1 saptdmana la 18-
Solutie de spalare 2-1X | NA sap aggc:ga a

Péastrati eventualele cantititi de placi neutilizate intr-un recipient etans, cu desicant in interior
sila intuneric.

Procedura de testare

Omogenatele probelor se prepara conform indicatiilor primite n sectiunea Recoltarea Si
pregéatirea si pregétirea probelor. Un echlpament pentru procesarea automata a probelor
poate fi utilizat in locul metodei manuale din etapa 1 sau dupi ce probele de control si
probele diluate au fost adaugate pe placa de captare a antigenului (etapa 3).

Important: Acoperiti fiecare placé de analiza cu un capac solid din plastic sau cu un
capac adeziv pentru plici pe durata tuturor incubdrilor reactivilor. in cazul in care
incubarea reactivilor se efectueaza intr-o cabina de biosecuritate, plicile trebuie
acoperite cu folii adezive.

Protocoale de testare

IDEXX BSE-Scrapie EIA are doua protocoale aprobate pentru testarea probelor din tesutul
cerebral: Scurt si ultra scurt. Protocoalele ofera performanta identica, dar au cerinte diferite
in ceea ce pnveste echipamentul pentru reducerea timpului de testare. Protocoalele sunt
detaliate In tabelul de pe pagina urmatoare.

NOTA: Protocolul pentru testarea probelor de splind si a ganglionilor limfatici recoltate de la
rumegatoarele mici este diferit de protocoalele scurt si ultra scurt si este descris in tabelul
“Protocol de testare" de mai jos.

Dilutia probei folosind diluantul placii de lucru

Se stabileste un sablon care sa indice unde sunt situate pozitille probei pe placa de captare
a antigenului si pe placa de dilutie. Rezervati cate doua godeuri pentru controalele kitului.
Diluantul placii de lucru poate fi addugat pe placa de dilutie inainte sau dupa distribuirea
probei. Raportul este de 30 pL de diluant al plécii de lucru la 120 uL de omogenat de proba
(raportul pentru splina si ganglionii limfatici de rumegatoare mici este de 50 uL de diluant la
100 pL de omogenat de proba).

Se resuspendéd omogenatele prin inversare si apoi se pipeteaza cu atentie proba prin
introducerea varfului lung al pipetei de transfer printre particule (beads) si extragand din
tubul de omogenizare a tesutului. Se distribuie cu grija fiecare proba in placa de dilutie,
evitdnd crearea de bule in omogenat sau evitand ldsarea de reziduuri de omogenat pe
marginile godeurilor placii de dilutie.

Dupa ce omogenatul este diluat, se amesteca bine probele, avand grija sa se evite
formarea bulelor de aer. Omogenizarea se poate face cu ajutorul unei pipete sau al unui
agitator pentru placi. In cazul in care se utilizeaza un agitator, va fi necesar sa se regleze
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viteza si timpul pentru a asigura o omogenizare completa fara a imprastia probele. Efectuati
testul in termen de 2 ore.

Utilizarea agitatorului de plici pentru incubarea probelor (protocolul scurt si ultra-scurt)

Protocoalele scurt si ultra scurt implica o rotatie lenta (200 +100 rpm) pe un agitator de placi
doar pentru etapa de incubare a probei. Agitatorul de placi trebuie sa creeze o miscare
orizontald usoard, circulara. Desi proba din fiecare godeu al placii de microtitrare se va
misca usor, este posibil ca acest lucru s& nu fie evident din punct de vedere vizual. Migcarea
nu trebuie s& fie foarte energicé pentru a nu impinge proba peste marginea godeului.
Timpul de incubatie este redus corespunzator pentru incubarea probei si a conjugatului,
asa cum se detaliaz in tabelul urmétor. Protocolul de lucru in cazul probelor recoltate din
spind/ganglionii limfatici ai rumegatoarelor mici nu necesita agitarea placilor.

HerdChek* Antigenul BSE- 7 06-08519-14



Protocoale de testare

cervidee, ganglioni
limfatici de cervidee

$i rumegatoare mici

; Protocolul pentru
Procedura de testare s :l:-;tocol Protocal splina/ganglionil
: ultra
: scurt Himfatici la
rumegdtoare micl
Creier de bovine, . . L c
Tip de prob rumegatoare mici si Creler de bovine Ganglionii limfatici si

splina
rumegatoarefor mici

Operatiune

32—37“(‘2 : Doar incubare

captare

200 +£100 rpm

+100 rpm

18-26°C (pasii 3,5,8,10)
Etapa 18-26°C Toate etapele
P Toate etapele 18-26°C: Toate celelalte etape, P
inclusiv etapele de spélare
120 pL de proba cu 30 pL. 102Upé_0deLpgobé
Distribuirea probei diluant al placii de lucru . WL de
1 diluant al placii de
pe placa de lucru
dilutie
OMOGENIZATI FOARTE BINE - consultati sectiunea "Dilutia probei in
diluantul placii de lucru".
2 Distribuirea probei pe | Se pipeteaza 100 pL de proba diluatd pe placa de testare; se amesteca
placa de captare a controalele, se adauga 100 pL in dublu exempiar; se acopera
antigenului placa cu un capac.
3 Incubarea placii de| 45-60 min.; agitare lentd| 20-25 min.; agitare lentd 200 2-3 ore stationare

4 Se folosind solutie de
spélare 1 (1x)

Se spala godeurile de 6 ori cu ~350 pl Solutie de spélare 1 (1x).

Solutie de tratare:
Adaugare/incubare

Se adauga 100 pL de solutie tampon in fiecare godeu; se acopera placa; se

incubeazd 10 £1 min.

6 Se spalé cu solutie de
spalare 2 (x)

Se spala godeurite de 3 ori cu ~350 ul. 1X Wash 2.

7 Adaugare de conjugate

Adaugati 100 pL de conjugat diluat (creierul de
bovina si probele de cervide se utilizeaza CC;
creierul de rumegatoare mici se utilizeaza SRB-
CC) si acoperiti placa cu un capac de placa..

Adaugati 100 pL de

conjugat CC diluat si

acoperiti placa cu un
capac de placa.

8 incubarea conjugatului

45-50 min.

25-30 min.

60-75 min.

9 Se spala cu solutia de
spalare 2 (x).

Se spald godeurile de 5 ori cu -350 pl cu solutia de spatare 2 (x).

Adaugarea de

10 substrat/incubare

Se adauga 100 pL de substrat in fiecare godeu; se acopera
placa; se incubeaza 15 £1 min. departe de lumina directd a
soarelui (nu se utilizeaza un capac adeziv).

\Addugarea Solutiei

™ Stop/Citirea placii

Adaugati 100 uL solutie de stop pe baza de acid; placa
poate fi tinutd pana la 30 min. in intuneric Inainte de

citirea densitatii optice.

(450 nm) folosind o lungime de unda de referintd de (Arer) 620 nm pana la 650

nm..

1. Incubarea ta 32-37"C inseamna introducerea placii de testare intr-un incubator preincélzit la 32-37°C.

06-08519-14
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Prezentare generald a formatelor de testare

Creier Ganglionul L
Creier bovin | rumegatoare limfatic si Creier St
mici splina la ganglioni
rumegatoare limfatici
mici
retro-
faringieni
cervidee
Pregétirea probelor:
Prelevare de tesut cu Da Nu Nu Nu
seringa
Miruntirea tesuturitor Da (RPLN)
(pre-omogenizare) Nu Nu Da Nu (creier)
Procedura de testare:
Concentrat de conjugat cCc SRB-CC cC cC

Diluant pentru ptaca de
tucru (raport diluant pentru
placa de jucru/piesa de

30 uL/120 pL 30 pL/120 pL 50 ut/100 pL 30 uL/120 pt

proba)

. . Splina si
Protocoale aprobate Scu;tcﬁlrtultra Scurstcirtjltra- ganglionii Scurt

limfatici ta
rumegatoare
mici

Valoarea Cutoff a testului | NCx+0,120 | NCx+ 0,180 NCx + 0,180 NCx + 0,200
Protocol de tratare Da Nu Nu Nu

termica aplicabil optional

Interpretarea rezultatelor

Pentru ca testul sa fie valid, media controlului negativ (NCx) trebuie s aiba o valoare Asso-
Arer mai mica de 0,150, iar media controlului pozitiv_(PCx) trebuie sa aiba o valoare Asso-Arer
20,400.

Efectuarea calculelor
Calcularea mediei controlului negativ (NCx):

NCx = A1 (Adso- Arer) + B1 (Asso- Arer)
2

Calcularea mediei controlului pozitiv (PC)_():

PCx = C1 (Asso- Aree) + D1 (Aaso- Aser)
2
Calcularea valorii cutoff;

Valoare cutoff bovine = NCx + 0,120
Valoare cutoff pentru rumegéatoare mici = NCx + 0,180
Valoare cutoff pentru cervide = NCx + 0,200
NOTA: Vezi pasul 11 din tabelul procedurii de testare pentru definitia lui Arer.

Rezultate

Interpretarea rezultatelor probei se bazeaza pe absorbtia probei. Probele cu valori Asse-Arer
mai mici decat valoarea cutoff sunt considerate negative de catre IDEXX HerdChek
HerdChek BSE-Scrapie Antigen Test Kit. Probele cu valori A450-AREF mai mari sau egale
cu valoare cutoff sunt clasificate ca fiind initial reactive la PrPS¢, iar omogenatu! trebuie
retestat in dublu exemplar cu ajutorul kitului de testare IDEXX HerdChek BSE-Scrapie
Antigen Test Kit.

Reexaminarea creierului bovin se poate face din omogenatul de tesut cerebral initial sau din
omogenatul preparat folosind protocalul optional de tratare termica a bovinelor, descris mai
jos. In cazul in care oricare dintre valorile retestelor este egald sau mai mare decét valoarea
cutoff a testului, proba este considerata pozitiva. Proba este considerata negativa atunci
cand ambele repetari ale testului sunt mai mici decét pragul de testare. In cadrul UE, toate
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probele de bovine initial reactive care sunt negative in urma protocolului de retestare prin
tratament termic ar trebui s3 fie raportate ca fiind negative.

Probele de rumegéatoare mici si cervidee trebuie retestate n dublu exemplar direct din
omogenatul tisular original - NU tratati termic omogenatele de rumegatoare mici sau
cervidee. In cazul in care oricare dintre valorile retestelor este egala sau mai mare decat
valoarea cutoff a testului, proba este considerata pozitiva. Proba este consideratd negativa
atunci cand ambele repetari ale testului sunt mai mici decat valoarea cutoff.

Tn statele membre ale UE, orice proba pozitiva la testul rapid trebuie trimisa la laboratorul
national de referintd pentru EST din tara dumneavoastrd sau la laboratorul de referint al
Uniunii Europene in vederea efectuérii testelor de confirmare.
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Protocol optional de tratare termica pentru omogenatele bovine initial
reactive: (Protocolul de tratare termica se aplica numai la probele de
bovine).

Prelevati 230 + 20 yL din omogenatul tisular initial reactiv si transferati intr-un tub de 1,5-2
ml, cu partea inferioara conicé si prevazuta cu capac cu sistern de infiletare. Asezati
flaconul intr-un bloc de incalzire uscat care a fost preincalzit la 70 +2°C. Se incalzeste
tubul timp de 10 +1 min. si apoi se plaseaza intr-un suport deschis la 18-26°C timp de
minimum 20 de minute pentru a permite racirea probei. Omogenatul trebuie retestat in
termen de doua ore de la tratarea termica, in dublu exemplar, cu ajutorul kitului de testare
IDEXX HerdChek BSE-Scrapie Antigen Test Kit.

Precautii
= Nu expuneti substratul de tetrametilbenziding (TMB) la lumina puternica sau la
agenti oxidanti. Pentru distribuirea de TMB, folositi vase de plastic curate sau de
unicé folosinta.

- Trebuie sa se evite cu grija contaminarea componentelor kitului. Nu utilizati
componentele dupa data de expirare si nu amestecati componente provenind din loturi
diferite.

= Unele componente ale kitului contin azida de sodiu ca si conservant (a se vedea
descrierea componentelor trusei). Trebuie evitatd contaminarea conjugatului anti-PrP-
HRPO conjugat cu solutii care contin azida..

- Pastrati toti reactivii la 2-8°C. Aducetj reactivii la 18-26°C inainte de utilizare si
repuneti-i la temperaturile de depozitare corespunzatoare dupa utilizare (a se vedea
Pastrarea reactivilor preparati).

- Folositi tavite de distribuire separate pentru fiecare reactiv utilizat in analiza. Evitati
contaminarea Incrucisata a substratului TMB cu solutia de conjugat diluat. Nu turnati
solutia TMB neutilizata inapoi in flacon.

= Nu lasati placile de microtitrare sa stea mai mult de 5 minute intre etapele de spalare
si addugarea de reactivi.

Informatii privind siguranta

- Tot personalul trebuie s3 primeasca o instruire adecvata privind riscurile legate de ESB
si scrapie, precum si procedurile de decontaminare recomandate. Procedurile de
biosecuritate ar trebui s fie respectate cu strictete, conform recomandarilor
reglementarilor nationale de siguranta.

- Solutia tamponat de tratare contine agenti haotropici; evitati contactul cu
pielea si membranele mucoase.

- Substratul TMB poate irita pielea si ochii; evitati contactul direct.
- Diluantul 1 al placii contine concentratii ridicate de detergenti; evitati contactul direct.

- FEvitati utilizarea recipientelor din sticla in laborator.
Anexa

Recoltarea probelor din obexul de ovine cu dispozitivul IDEXX de colectare a probelor

IDEXX dispune de un dispozitiv de colectare a probelor ca metoda alternativa de extractie a
obexului de bovine. Acest dispozitiv este o seringa de prelevare a probelor. Dispozitivul de
colectare a probelor IDEXX a fost aprobat de catre EURL. Orientarile oferite in aceasta
sectiune de prelevare a probelor nu interzic furnizarea de informatii sau instructiuni
suplimentare care sunt in conformitate cu Regulamentul (CE) nr. 999/2001 si cu modificarile
ulterioare ale acestei reglementari. Atunci cand nu este posibil s& se identifice zona anatomica
corectd pentru prelevare, utilizati instrumentarul de disectie descris in sectiunea Prelevarea si
pregatirea probelor de tesut .

1. Trunchiul cerebral ar trebui sa fie recoltat la abator prin foramenul occipital, folosind un
instrument adecvat sau o lingura de colectare a probelor. Identificati regiunea obexului,
indicata de prezenta unei adancituri in forma de V pe suprafata superioara a trunchiului
cerebral (a se vedea diagrama din sectiunea Prelevare si pregatire a tesuturilor). In
cazul in care nu este posibila identificarea zonei anatomice corecte pentru prelevare,
utilizati instrumentarul de disectie descris in sectiunea Prelevare si pregatire a
tesuturilor.
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2. Pozitionati trunchiul cerebral cu sectiunea in forma de
V a tesutului indreptatd in sus. Introduceti varful
seringii de recoltare a probei pana la capéatul caudal
al bulbului rahidian, pe partea din care urmeaza si
recoltati proba, la aproximativ 3 mm (suficient pentru
ca varful seringii sa fie incarcat). Poate fi
necesara taierea excesului de tesut medular in cazul
in care distanta dintre baza maduvei spinarii si varful
sectiunii an forma de V este mai mare de 3-4 cm.

3. Tineti ferm pistonul seringii. Cu degetul aratétor,
impingeti cilindrul exterior al seringii in trunchiut
cerebral, avand grija sa nu lasati portiunea de piston

sa se deplaseze in nicio directie. Consultati figura 2 Figura 2. Secfiune transversald a trunchiului
T . . . .. ’ . cerebral al bovinelor la nivelul obexului, identificand
pentru directionarea corecta a seringii pentru a viza locurile cheie pentru prelevarea de probe de tesut:
locurile cheie de prelevare a tesuturilor din obex. Pe 1) tract saltar, 2) nucleu
. « e . A . N - din nervul trigemen, 3) nucleul motor dorsal din
masura ce cilindrul seringii este Tmpins in proba, nervul vag (diagrama din Manualul OIE pentru
acesta trebuie sa ramana in interiorul partii selectate teste de diagnostic si vaccinuri, capitolul 2 4.6.)

a trunchiului cerebral pentru a preveni deteriorarea
partii opuse. O hemisectiune compieta a trunchiului
cerebral cu obex intact trebuie sa fie disponibila

pentru testele de confirmare.

4. Cilindrul seringii se va deplasa prin trunchiul cerebral si apoi in regiunea obexului.
Asigurati-va ca seringa s-a deplasat in partea superioara a zonei de prelevare (ase
vedea figura 1). Cilindrul ar trebui s3 contind acum proba de obex.

NOTA: Proba pe care o doriti (adic& zona de obex) se afia in varful corpului seringii.
5. Se rasuceste seringa pentru a izola proba si se scoate cu grija seringa din tesut.

In cazut in care o portiune semnificativd de tesut atarna de capatul seringii, trageti-
o n cilindru prin retragerea usoara a plstonulu: Seringa poate fi acum manipulata
pentru a indeparta aerul de la varf si pentru a elimina orice spatiu dintre fragmentele
de proba.

Nota: Interiorul seringii are mai multe spatii sau santuri regulate de infranare a
pistonuilui, care pot fi simtite pe masura ce pistonul este deplasat in seringa. Spatiul
dintre aceste limitatoare asigurd o masurare precisa a volumului probei.

7. Dupa ce ati dobandit proba de tesut in seringa, impingeti pistonul pentru a-t alinia cu
cel mai apropiat punct de declansare Proba nu trebuie sa aiba goluri intre pistonul si
varful seringii. Este posibil ca o parte din materialul de probé in exces s& depaseasca
varful seringii.

8. Stergeti orice resturi minore de tesut de pe suprafata exterioard. Nu apasati pistonul
in timpul acestui proces decarece proba va fi ejectata sau comprimata; niciunul din
cele doud cazuri nu este de dori.

9. Tineti intr-o mana tubul de omogenizare a tesutului in pozitie verticala si seringa in
cealalta pozitionand varful seringii chiar in interiorul gacestuia. Dlstnbum o cantitate
masurata de tesut obex in tubul de omogenizare prin impingerea plstonuluv delaun
sant al seringii si oprindu-va la urmatorul. Volumul dintre cele doua santuri este de 150
uL; se distribuie un total de 300 pL in tub (echivalentul a 0,30 g + 0,05 g de tesut)..

10. Se infileteaza capacul tubului si se continui cu omogenizarea probei.

Personalul care recolteazé probe de obex cu ajutorul dispozitivuiui IDEXX de colectare

a probelor trebuie sa fie bine instruit cu privire la utilizarea acestuia pentru a asigura
colectarea din zona corecta a creierului.

Fiecare tehnician trebuie s& monitorizeze acuratetea preievérilor prin verificari periodice ale
greut&tii probei. Trebuie instituit un program de actiuni corective atunci cand rezultatele nu se
ncadreaza in criteriile de acceptare definite.. Dispozitivul IDEXX de colectare a probelor
IDEXX este de unicd folosintd si trebuie aruncat dupa fiecare probd pentru a preveni
contaminarea incrucisata.

Limitarea responsabilitatii
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in limitele maxime permise de lege, in nicio circumstanta IDEXX sau furnizorii nostri de
licente nu vor fi raspunzétori fata de dvs. sau faté de orice altaé persoana pentru
pierderi de profit sau de utilizare, daune speciale, accidentale, semnificative,
indirecte, exemplare, punitive sau multiple, inclusiv, dar fara a se limita la pierderi de
clienteld, de date sau de echipamente sau pentru intreruperea activitétii, care decurg din
fabricarea, vanzarea, furnizarea sau utilizarea produselor sau serviciilor noastre sau din
nefurnizarea sau intarzierea furnizérii acestor produse sau servicii.
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Pentru asistenta tehnica:
IDEXX USA Tel: +1 800 548 9997 sau +1 207 556 48390
IDEXX Europe Tel: +800 727 43399

*HerdChek este o marcé comerciald sau o marca Tnregistrata a IDEXX Laboratories, Inc. sau a afiliatilor s&i in
Statele Unite ale Americii sifsau in alte tari. Toate celelalte nume si logo-uri ale cormpaniilor si produselor sunt
proprietatea detinatorilor lor.

Informatii despre brevete: idexx.com/patents.

© 2023 IDEXX Laboratories, Inc. Toate drepturile rezervate.
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Descrierea simbolurilor

Numar lot

Numar serie

Numar catalog

REP

Reprezentant autorizat in Uniunea Europeana

A se utiliza inainte de

Producator

Modificare majora in instructiunile de utilizare
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Pericol

SOOD

Actualizare figa tehnicéd— Revizuire documente online.

H302/H312/H314/H318/H335/ H400 / H410 / P264 / P273 / P280
P303+P361+P353 / P305+P351+P338 / P310 / P391

Control pozitiv - Nociv dacé este inghitit. Nociv in contact cu pielea. Provoaci arsuri grave ale pielii 5i leziuni oculare. Provoaca
leziuni oculare grave. Poate provoca iritatii respiratorii. Foarte toxic pentru viata acvaticd, cu efecte de lungd duratd. Spalati-va bine
dupa manipulare. Evitati eliberarea in mediul inconjurator. Purtati manusi de protectie/imbracéminte de protectie/protectie a
ochilor/protectie a fetei/protectie auditiva. TN CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau pérul): Scoateti imediat toate hainele contaminate.
Clatiti pielea cu ap3/dus. TN CAZ DE CONTACT CU OCHH: Clatiti cu precautie cu apd timp de cateva minute. indepértati lentilele de
contact, dacd sunt prezente. Continuati clatirea. Sunati imediat la un CENTRU ANTI-INTOXICARE/un medic. Colectati scurgerile
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l H318/H412/P273/P280/P305+P351+P338/P310/ P501

Control negativ - Provoacd leziuni oculare grave. Nociv pentru viata acvaticd, cu efecte de lungs durati. Evitati eliberarea in mediu.
Purtati manusi de protectie/imbracdminte de protectie/protectie pentru ochi/protectie pentru fats. TN CAZ DE CONTACT CU OCHII:
Clatiti cu precautie cu api timp de cateva minute. Tndepartati lentilele de contact, dacd sunt prezente. Continuati cldtirea. Sunati
imediat la un CENTRU ANTI-INTOXICARE sau la un medic/medic. Eliminati continutul/recipientul in conformitate cu reglementdrile
locate/regionale/nationale/internationate.

I H319/ P264 / P280 / P305+P351+P338

Diluant pentru plici 1 - Provoaci iritatii oculare grave. Spélati-va bine dupa manipulare. Purtati protectie pentru

ochi/protectie pentru fata. n caz de contact cu ochii: Clatiti cu precautie cu apa timp de cateva minute. indepartati lentitele
de contact, daca sunt prezente.

Continuati clatirea.
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D H315/H319/H334/H335/ P261/P264 / P280/ P284 / P302+P352 / P304+P340 / P312
P337+P313/ P342+P311 / P362+P364

Diluant pentru placi 2 - Provoaci iritarea pielii. Provoaci iritatii oculare grave. Poate provoca simptome de alergie sau astm sau
dificuitati de respiratie daci este inhalat. Poate provoca iritatii respiratorii. Evitati sa respirati praful. Evitati sa res pirati vaporii.
Spalati-va bine dupd manipulare. Purtati protectie pentru ochi/protectie pentru fata. Purtati manusi de protectie. Purtati
protectie respiratorie. IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: Spalati cu mult3 ap3. TN CAZ DE INHALARE: Scoateti persoana la aer curat
si mentineti-o confortabild pentru respiratie. Sunati la un un centru anti-intoxicare/un medic dac3 vi simtiti riu. Dacs iritarea
ochilor persistd: Solicitati sfatul/atentia unui medic. Daci se manifests simptome respiratorii: Sunati la un CENTRU anti-
intoxicare/un medic. Scoateti imhrécémintea_ contaminata si spalati-o tnainte de reutilizare ]
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H302/H312/ H314/H318/H41§/ P260/P264/P270/P273/P280/
P303+P361+P353 / P305+P351+P338 / P310

Tampon de conditionare - Nociv dacé este inghitit. Nociv in contact cu pielea. Provoaca arsuri grave ale pielii si leziuni
oculare. Provoacé leziuni oculare grave. Nociv pentru viata acvatica cu efecte de lunga durata. Nu respirati praful/vaporii.
Spalati-va bine dupa manipulare. Nu mancati, nu beti si nu fumati atunci cand utilizati acest produs. Evitati eliberarea in
mediul inconjurator. Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/protectie pentru ochi/protectie pentru fata. N
CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau parul): Scoateti imediat toate hainele contaminate. Clatiti pielea cu apé/dus. IN
CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu precautie cu apé timp de cateva minute. Indepértati lentilele de contact, daca
sunt prezente si usor de fcut. Continuati clatirea. Sunati imediat la un CENTRU ANTI-INTOXICARE sau la un
medic/medic.
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@ l H317/P261/P272/P280/P333+P313/P362+P364 / P501

Concentrat conjugat / concentrat conjugat SRB - Poate provoca o reactie alergics a pielii. Evitati sa respirati ceata/vaporii.
Imbrécimintea de lucru contaminati nu trebuie s fie permisd in afara locului de munca. Purtati manusi de protectie. Dacs
apare iritatie sau eruptie cutanata: Solicitati sfatul/atentia unui medic. Scoateti imbricimintea contaminat3 si spalati-o tnainte
de reutilizare. Eliminati continutul/recipientul in conformitate cu reglementsrile locale/regionale/nationale/internationale

O l H317 /H412/P261/P273/P280/P302+P352 / P333+P313/ P362+P364 / P501

Diluant conjugat - Poate provoca o reactie alergica a pielii. Nociv pentru viata acvaticd, cu efecte de fungd durata. Evitati si respirati

ceata/vaporii. Evitati eliberarea in mediul inconjurdtor. Purtati manusi de protectie. IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: Spalati cu multd
apd. In cazul in care apare iritatie sau eruptie cutanata: Solicitati sfatul/atentia unui medic. Scoateti imbracamintea contaminata si
spalati-o Inainte de reutilizare. Eliminati continutul/ recipientul in conformitate cu reglementériie
IocaIe/regionale/_nagpnale/interr)ationale..”‘_k

06-08519-14 78 HerdChek* Antigenul BSE-



—
B B AN

One IDEXX

Drive Westbrook, Maine
04092 SUA

idexx.com

IDEXX B.V.

p.0. Caseta 1334
NL-2130 EK Hoofddorp
[dexx.com

HerdChek* Antigenul BSE- 79 06-08519-14



\

L



L7

TRUSA DE TESTARE A ANTIGENULUI ENCEFALOPATIEL SPONGIFORME
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TRUSA DE TESTARE A ANTIGENULUI ENCEFALOPATIEI SPONGIFORME

Solutie tampon (buffer) de tratare

HerdChek

) -

BUmf
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04-04753-09
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450 mi 2
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HerdChek BSE-Scrapie // 99-08600

KKt de testare a anbigenulul BSE-Scraple este un test
imunoenzimatic de captare 3 antigenulul (EIA)
pentry detectarea conformatlel anormale 2 proteinel
prionice {PtP<) In tesuturile postmortem de bovine,
fumegatoare micl s{ cervidee.

Nots: Numai pentru uz veterinas

Articotul Resctansi Volum
A Plac de captare a antigenulul S

N Control negativ sximt

» Control pozitv Sximl
Dt Componenta 1 de dilutie a plicil 1 x 20 ml.
D2 Componenta 2 de difuffe a plscil 5 x 200 bt
R Difuant de reconstitulre 1% 20 mL

(B Tampondewatare  1x50mL

« Conjugat concentrat 1 x 300 pL

SRB-CC Conjugat concentrat creier

de rumegatoare micl 1 x 300 yL
43 Ofluant pentru conjugat 1 x 60 mL
W1 Solutie de spalare 1 (10%) 1x 450 mL
W2 Solutie de spilare 2 (10x) 1 x 450 mL
T THMB Substat 1x 60 mL

1D b

T

& ECHER *MesdChek este o marcS comercald sau o macc iregetrath a 1DEXX Laboratones, Inc. sau a afitaplor 531 in Statels Unite PRODUS IMPORTAT, UTILIZARE VETERIMARA.

IDEXX Laboratories, IDEXX B.V. Sfsau n shte Y Lcencido no NAPA tab n® 10.21772019 em
REF LOT Inc. One IDEXX Orive P.O. Caseta 1334 20/0272015 Reprosenta . A

Westbrook, Maine 2130 EK PERICOL esrtiyodis

04092 SUA Hoofddorp Tarde LABORATORIOS L1DA.

L) ——4¢ Tel: +1 207 556 0300 sau +1 800 de Jos 1307/ 1312/ HI14 1 H315/ H317 [ H318 imga CCP 06463 1
— flatiga CEP 06463 250 CY

m Bt o AT 248 2483 Tel: +800 1234 34 7 H335 / H400 / HA10 / Ha 12 00,372 45500712 04-08521-
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