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Kit de testare pentru detectia antigenului Encefalopatiei
Spongifcrime Bovine - Scrapie, ELISA

Destinat ex~lusiv uzului veterinar. Versiunea in limba romana

@ Prezentare generala

IDEXX HerdChek* Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE)-Scrapie Antigen Test Kit (Kitul IDEXX
HerdChek de testare pentru detectia entigenului Encefalopatiei Spongiforme Bovine - ESB) este un
test imunoenzimatic (ELISA) de captur: re a antigenului pentru detectia proteinei cu o forma anormala,
proteina prionica (PrPSe), in cadrul anal'zei post-mortem a tesuturilor din creier (preferabil de la nivelul
obexului) provenind de la bovine, rume gatoare mici (oi si capre) si cervide infectate cu ESB, scrapie,
sau boala (sindromul) oboselii cronice (chronic wasting disease - CWD). Pentru aplicatiile in cazul
rumegétoarelor mici, testul va detecta de asemenea PrPS¢ in probe din ganglionii limfatici sau din
tesutul din splind; in cazul cervidelor, testul va detecta de asemenea PrPS¢ in probe din ganglionii
limfatici retrofaringieni (retropharyngee! lymph nodes - RPLN). Este conceput pentru identificarea
rapida a probelor ce contin PrP5¢ asociate bolii, implicAnd o manevrare minimé a probei, si poate fi
automatizat asigurand posibilitatea de testare a unui numar mare de probe. Acest kit este destinat
exclusiv uzului veterinar.

Pentru statele membre ale Uniunii Eurcpene: Acesta este un test rapid aprobat de UE pentru detectia
in vitro a PrPS¢ specifice ESB si scrapi2 In cazul bovinelor si rumegétoarelor mici. Acest test poate fi
utilizat de asemenea in UE pentru testarea rapida a cervidelor pentru detectia encefalopatiei
spongiforme transmisibile (EST) (frans.nissible spongiform encephalopathy - TSE). Validarea acestui
kit a fost efectuatad utilizand probe (d n tonsilele, ganglionii limfatici retrofaringieni si din trunchiul
cerebral) recoltate de la elan (Cervus cinadensis).

Producatorul testului rapid trebuie sa det na un sistem de asigurare a calitatii aprobat de catre Laboratorul
de Referintd al Uniunii Europene (European Union Reference Laboratory - EURL), care sa asigure
performanta continua, fara modificari, a testului. Producatorul trebuie sa puna protocolul testului la dispozitia
EURL. Nu se poate efectua nici 0 modific are a instrumentarului de recoltare, a testului rapid, a protocolului
(nici a etapei de recoltare) decat dupa natificarea in prealabil a EURL, si doar in conditiile in care EURL
decide ci acele modificari nu diminueeza sub nici o forma sensibilitatea, specificitatea sau fiabilitatea
testului rapid. Concluziile vor fi comunic.ite Comisiei UE si laboratoarelor nationale de referinta (in baza
Reglementarii (CE) Nr. 856/2010. care re: tificd Reglementarea (CE) Nr. 999/2001).

Descriere si principii
Acest kit utilizeaza o metoda brevetata s 1b licenta Microsens Biotechnologies (Londra, Regatul Unit; brevet
in curs de emitere), care permite detecia prionilor anormali. Un ligand specific PrPS¢ este imobilizat pe
suprafata placii de capturare (fixare) a antigenului. Probele de testare sunt pregétite prin omogenizarea
tesuturilor si apoi diluarea probei cu ditantul placii de fucru. Dupa distribuirea probei pe placa, proteina
anormald asociatd bolii se fixeaza cu o «finitate sporitd pe ligandul imobilizat. Placile sunt spélate pentru a
indeparta materialele nefixate, inclusiv fo ma normala a proteinei PrP. Dupa incubare cu tampon de tratare,
antigenul fixat este apoi detectat folosind un anticorp specific PrP care a fost conjugat cu peroxidaza din
hrean (horseradish peroxidase - HRPO). Placa este spalatd pentru a elimina conjugatul nefixat si se adauga
un substrat peroxidaza. Dezvoltarea cularii depinde de cantitatile relative de PrPS¢ capturate de ligandul
imobilizat pe godeul plécii de microtitrare.

Interpretarea rezultatelor analizei probelcr se realizeaza in functie de absorbanta probelor. O proba a carei
valoare A4s0-AREF este mai micd decat valoarea cutoff este consideratd de cétre kitul de testare IDEXX
HerdChek BSE-Scrapie ELISA ca fiind 1egativa. Probele a caror valoare A4so—ARer este mai mare sau
egald cu valoarea cutoff sunt considerae ca fiind pozitive pentru PrPSc. Pentru toate rezultatele testelor
indicate ca fiind pozitive, este necesara ¢ fectuarea unei analize de confirmare, cum ar fi testul imuno-histo-
chimic.
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Componentele kitului
Pastrati toate componentele la 2-8°C.

Reactiv 460 teste
A Placi pentru capturarea anti¢ enului 5 placi
N Control Negativ - Nereactiv :u placa de capturare a antigenului; 5x1mL
conservat cu azida de sodit
P Control pozitiv - Neinfectios reactiv cu placa de capturare a 5x1mL
antigenului; conservat cu azida de sodiu
D1 Componenta 1 de dilutie a flacii; conservat cu azida de sodiu 20 mL
D2 Componenta 2 de dilutie a g lacii 5x 200 pL
R Diluant de reconstituire 20 mL
CB Tampon de tratare; conservat cu azida de sodiu 80 mL
CC Conjugat concentrat; conservat cu Bronidox L 300 pL

si methylisothiazolone
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SRB-CC Conjugat concentrat pentru tesutul cerebral al rumegatoarelor 300 pL
mici; conservat cu Bronidox L si methylisothiazolone

CD Tampon pentru dilutia conjugatului cu detergenti si stabilizatori 60 mL
proteici; conservat cu gentamicina si Proclin
W1 Solutie de spélare 1 (10X); conservata cu azida de sodiu 450 mL
W2 Solutie de spalare 2 (10X); conservata cu gentamicina 450 mbL
T Substrat TMB 60 mL

Note: A se vedea tabelul de la finalul insertului tehnic pentru descriei2a simbolurilor utilizate Tn cadrul insertului si pe
etichetele acestui kitului.

A se vedea finalul acestui insert tehnic pentru riscuri si masuri de precautie cu privire la reactivi.

Materiale si echipamente necesare (dar nefurnizate in kit)

d Pipete de precizie si pipete multi-canal adecvate pentru pipetarea unui volum intre 25 si 200 pl.. Volumele de reactivi
mentionate in sectiunea Procedura de testare necesita o precizie de pipete re mai mica sau egala cu 5%.

. Cilindri gradati pentru solutiile de spélare
. Capace din plastic tare sau dispozitive adezive pentru acoperirea plé cilor si tévi pentru distribuirea reactivilor
. Instrumente sau dispozitive de unica folosinta pentru disectia si reco tarea probelor

. Cititor pentru placile de 96 de godeuri (echipat cu filtre de 450-nm si 520-650-nm) si spalator
. Instrument FastPrep* (FP120A, FP220A), Precess 48*, Precess 24 sau Precellys 24*

. Kit de accesorii - placi de dilutie, tuburi cu particule (bile/beads) petru omogenizarea tesuturilor, varfuri lungi de pipeta
pentru transferul probei omogenizate si dispozitive adezive peniru acoperirea placilor (dlsponlblle pentru achizitionare de la
IDEXX)

. Echipament de protectie - ochelari de protectie, halate de laborator, nanusi de unica folosintd, botosi de protectie, bonete
si masti de protectie

. Solutie stop 0,5-1,0 N HCl sau 1,0 N H2SO4

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

. Optional - instrument pentru procesarea automatd a mostrelor cu ¢ precizie de pipetare de <2,5% conform méasuratorii
analizei CV (Tecan, de exemplu})

. Optional - agitator pentru micropléci (de exemplu 1KA MTS 2/4)

. Optional - incubator pentru placi, care poate mentine temperatura de 32-37°C, cu flux minim de aer

. Optional - unitate dry heat block pentru microtuburi de 1,5-2mL (avéand capacitatea de a mentine o temperatura de 70°C)
. Optional - microtuburi conice de 1,5-2 mL, cu capac infiletant, fard margine

Recoltarea si pregatirea probelor de tesut

A. Tesut cerebral provenind de la bovine si rumegatoare mici

1. Recoltarea si testarea in laborator trebuie s respecte Reglementarea (CE) No 999/2001, Anexa X, Capitolul C, care se
referd, din punct de vedere al recoltarii probelor, la ultima editie a Manualului Standardelor pentru Teste de Diagnostic si
Vaccinuri pentru Animalele Terestre al Oficiului International de Epizc otii (OIE) (Manual of Standards for Diagnostic Tests
and Vaccines of the International Office of Epizootic Diseases - OIE), in care se mentioneaza: “Proba recomandata pentru
analiza imunologica trebuie sa fie recoltatd din obex, sau cat mai aprc ape posibil de acesta, dar nu mai departe de 1,5cm
anterior fata de obex.” Recoltati 0,30 g (0,05 g) de tesut nervos dir. partea stanga sau din partea dreapta a trunchiului
cerebral, de la nivelul obexului (acolo unde este pOSlbIl) cu ajutorul instrumentelor de disectie si cantariti proba pentru a va

asigura ca ati obtinut cantitatea corecta. In mod alternativ, dispozitivul IDEXX de recoltare a probelor poate fi utilizat pentru
recoltarea din obexul bovinelor, conform celor descrise in Anexa.
Personalul care urmeaza sa realizeze recoltarea din obex trebuie instiuit in ceea ce priveste metoda de recoltare.

Figura de mai jos indica zona corectd de recoltare a probei.

NOTA: Dupa recoltarea probei, o hemisectiune completd a trunch ului cerebral cu o regiune intactd a obexului si a
cerebelului (daca este prezent) trebuie pastrate Tn vederea efectudrii t3stelor de confirmare.
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Maduva spinarii

Figura 1. Trunchi cerebral bovin
©British Crown Copyright (Februarie 2005) reprod is cu permisiunea Agentiei Laboratoarelor Veterinare.

2. Introduceti tesutul Tntr-un tub pentru omogenizaie si infiletati bine capacul. Tuburile sunt furnizate cu particule (bile/beads)
ceramice i solutie tampon.

3. Patru instrumente de omogenizare a tesutului au fost validate pentru a fi utilizate Impreuna cu testul IDEXX BSE- Scrapie
ELISA. Asezati tuburile in instrument si realizati procedura de omogenizare conform indicatiilor echipamentului respectiv.
Dacé rezuitatul procesului de maruntire nu este satisfacator, repetati inca un ciclu.

. Programul instrumentului FastPrep*: Maruntiti probele timp de 40 de secunde la vitez& maxima (6,5 m/s). Daca este
necesara rularea unui al doilea ciclu, instrumentui trebuie |&sat sa se raceascéa timp de 5-10 minute intre cicluri.

. Programul instrumentelor Precess 48*, Precess 24* si Precellys 24* Maruntiti probele de 2 ori timp de 20 pana la 23 de
secunde la 6500rpm, cu o pauza de 5 secunde ir tre cicluri.

4. Omogenatele (proaspete sau dezghetate) pot fi tnute la 18-26°C timp de pana la 4 ore inainte de inceperea analizei.

Numérul probelor ce urmeaza a fi pregétite in cadrJl unei singure sesiuni este flexibil. Omogenatele pot fi pastrate timp de
pana la 24 de ore la 2-8°C sau pot fi tinute la <-20°C timp de pana la 6 luni. Inainte de utilizare, probele congelate trebuie
dezghetate si omogenizate temeinic prin miscari isoare de inversiune a tubulul. Probele de tesut pot fi pastrate la -80°C.

B. Tesut provenit din ganglionii limfatici sau splina rumegéatoarelor mici

1. Recoltati 0,30 g (0,05 g) de tesut din ganglioni limfatici sau splina. Tn cazul ganglionilor limfatici, tesutul trebuie recoltat
astfe! incat sa maximizeze prezenta celulelor cer trului germinal. Maruntiti tesutul in 8-10 fragmente mici.

2. Continuati cu procesarea si pastrarea probelor cc nform indicatiilor furnizate pentru tesutul cerebral.
NOTA: Tesutul provenit din ganghonu limfatici sau d n splind nu poate fi utilizat in contextul recoltarii si testarii oficiale conform
cadrului Reglementarii (CE) Nr. 999/2001.

C. Tesut provenit din creierul si ganglionii limfatici ai cervidelor
1. Pregatiti tuburile de omogenizare a tesutului prin Indepartarea a 0,2 ml de solutie din fiecare tub.

2. Recoltati 0,30 g (x0,05 g) de tesut din ganglion i limfatici retrofaringieni sau din creier (preferabil de la nivelul obexului).
Tesuturile din creier si din ganglionii limfatici tret uie testate in mod individual. in cazul ganglionilor limfatici, tesutul trebuie
recoltat astfel incat sa maximizeze prezenta celtlelor centrului germinal. Maruntiti tesutuf recoltat din ganglionii limfatici n
8-10 fragmente mici.

Va rugam s tineti seama de faptul c&, in Germania, este nec :sara atat testarea individuala a tesutului cerebral, cat si cea a tesutului din ganglionii limfatici.
Aceasta decizie respecta recomandarile orientarilor EURL (TSE EUl Reference Laboratory Guidelines for the detection of Chronic Wasting disease in cervids,
hitps://science vla.gov.uk/tse-lab-net/documents/ewd-guidelines pc f si Scientific opinion on chronic wasting disease (Il), EFSA Panel on Biological Hazards
(BIOHAZ), EFSA Journal 2018;16(1):5132. 59 pp.).

Introduceti tesutul Tntr-un tub pentru omogenizare si infiletati bine capacul.

Asezati tuburile Tn instrument si realizati procecura de omogenizare conform indicatiilor echipamentului respectiv. Daca
rezultatul procesului de méruntire nu este satisfa:ator, repetati inca un ciclu.

Programul instrumentului FastPrep*. Maruntiti probele timp de 30 de secunde la viteza maxima (6,5 m/s). Léasati
instrumentul sa se raceasca timp de cinci minute. Repetati operatiunea de maruntire pentru inca 30 de secunde la viteza
maxima. Daca in cazul inspectarii vizuale rezulta ul procesului de maruntire nu este satisfcator, repetati fnca un ciclu.

Programul instrumentelor Precess 48*, Precess 24* si Precellys 24*: Maruntiti probele timp de 30 de secunde fa 6500rpm.
Lasati instrumentul sa se rdceasca timp de cinc minute. Repetati operatiunea de maruntire pentru incd 30 de secunde la
6500rpm. Daca in cazul inspectérii vizuale rezult:itul procesului de maruntire nu este satisfacator, repetati inca un ciclu.

Pregatirea reactivilor

Solutllle de spalare (Solutia de spalare 1, Solulra de spalare 2)

mL de concentrat plus 360 mL de apa per placd ce Lrmeaza a fi testata).

a2 vavd
T e NN




R

T YEYLNOLRY

ot ay CONrﬁp

Componenta 2 de dilutie a placii a0 —

N
Componenta 2 de dilutie a placii (D2) este furnizatd sub forma unui compus liofilizat. Solutia este preparata Prn gdgugarea a
200 yL de diluant de reconstituire (R), se lasa timp de aproximativ 1 mintt, apoi se omogenizeaza u§or‘\Ais;e.ut.jljganm“ascurs
de 1 ora de la preparare. e S

Diluantul placii de lucru

Componenta 1 de dilutie a placii (D1) trebuie lasat sa ajunga la 18-26°C. Pregaétiti diluantul placii de lucru prin adaugarea unei
parti din componenta 2 de dilutie a placii (D2; preparata conform celor d3 mai sus) la 25 parii din componenta 1 de dilutie a
placii (D1) si omogenizati temeinic (de exemplu, 120 pL D2 la 3,0 mL D1 pr placa).

Sunt necesari aproximativ 2,75 mL de diluant al placii de lucru per placd itunci cand testati probe din tesut cerebral. Testarea
probelor din ganglionii limfatici sau din splind necesitd aproximativ 5 mL de diluant pentru placa de lucru per placa. Diluantul
plécii de lucru trebuie pregaétit si utilizat in aceeasi zi.

Controlul negativ si controlul pozitiv

Controlul negativ si controlul pozitiv sunt furnizate sub forma de liofilizat. Feconstituiti fiecare control prin addugarea a 1 mL de
diluant de reconstituire. Lasati solutia timp de aproximativ 1 minut si apoi omogenizati temeinic. Utilizati solutia in decurs de 2
ore de la preparare. NU DILUATI CONTROLUL NEGATIV SI NICI CONTROLUL POZITIV IN DILUANTUL PLACII DE
LUCRU.

Solutiile de anticorpi anti-PrP conjugati cu peroxidaza de hrean (H RPO)

Solutiile de anticorpi anti-PrP conjugati cu peroxidaza de hrean (HRPOQ) sunt pregétite prin diluarea conjugatului concentrat
corespunzétor (a se vedea nota de mai jos) in diluant pentru conjugat (conjugate diluent - CD) conform indicatiilor de pe
etichetd (de exemplu, o dilutie de 1:100 ar necesita 120 yL de conjugat concentrat la 12 mL de diluant pentru conjugat).
Consultati eticheta conjugatului concentrat pentru a afla factorul de dilutie sorect. Solutia de conjugat (diluat) trebuie pregétita si
utilizata in decurs de 4 ore.

NOTA IMPORTANTA: In kitul de testare sunt furnizate doua sonjugate concentrate ce pot fi utilizate. Selectati
conjugatul concentrat corespunzator tipului de tesut pe care urmee za safl testati:

+ Conjugat concentrat (CC) - Utilizati acest conjugat atunci cind testati probe de creier bovin si probe de creier
provenite de la cervide, probe recoltate din ganglionii limfatici ai n megatoarelor mici si ai cervidelor si probe de splina
recoltate de la rumegatoare mici.

« Conjugat concentrat pentru tesutul cerebral al rumegatoarelor mici (Small-ruminant brain conjugate
concentrate - SRB-CC) - Utilizati acest conjugat atunci cand testa i probe de tesut cerebral recoltat de la rumegatoare
mici.

¢+ Godeuri pentru controlul negativ si controlul pozitiv trebuie incluse pentru fiecare tip de conjugat testat.

Solutie Stop pe baza de acid

Solutia stop pentru analizd nu este furnizata in kitul de testare. Solutia stop (0,5-1,0 N HCI sau 1,0 N H2S04) poate fi
achizitionata la concentratia de lucru corespunzatoare sau pregétita din so utie concentrata.

Toate cele trei protocoale descrise mai jos necesitd aducerea reactivilo: la o temperatura de 18-26°C inainte de utilizare.
inainte de inceperea testarii, pregatiti solutile ce urmeaza a fi utilizate pe cadrul analizei. Omogenizati continutul tuturor
reactivilor prin rotirea usoara a flacoanelor. Controalele (negativ si pozitiv) trebuie omogenizate temeinic si testate Tn duplicat.
Un dispozitiv de acoperire a placii frebuie utilizat pentru acoperirea plécii p:: durata analizei.

Pastrarea reactivilor preparati

Articol Volum de reconstituire Valabilitate
N/P Control negativ/pozitiv 1mL 2 ore la 18-26°C
(6 luni le- -20°C)
D2 Componenta 2 de dilutie a placii 200 yL 1 ordla 18-26°C
Diluantul placii de lucru NA 8 ore la 18-26°C
Solutii HRPO:anti-PrP NA 4 ore la 18-26°C
Solutie de spalare 1 - 1X NA 1 saptainana la 18-26°C
Solutie de spalare 2 - 1X NA 1 séptainana la 18-26°C

Eventualele cantititi de plici neutilizate trebuie péstrate intr-un rxcipient etans, cu un desicant in interior si la
intuneric.




Procedura de testare
Omogenatele probelor sunt pregéf’ﬁ% éonform indica iilor oferite Tn sectiunea Recoltarea si pregatirea probelor de tesut. Se
poate utiliza un echipament peptf(i procesarea automata a probelor in locul metodei manuale de la Etapa 1 sau
imediat ce controalele si diluate/gu fost addugate pe placa de capturare a antigenului (Etapa 3).

Important: in timpul tuturor gperatiunilor de incubare a reactivilor, acoperiti fiecare placi de testare cu un dispozitiv
dur din plastic sau cu undispozitiv adeziv de acoperire a placii. Daca operatiunile de incubare a reactivilor se
realizeaza intr-un cabinet de siguranti biologica, placile trebuie acoperite cu folii adezive.

Protocoalele de testare

Exista doud protocoale aprobate pentru testarea probelor de tesut cerebral cu ajutorul kitul IDEXX BSE-Scrapie ELISA:
protocolul Scurt si protocolul Ultra-Scurt. Protocoale ¢ ofera o performanta identicd, dar necesita utilizarea unor echipamente
diferite pentru reducerea timpului de testare. Protocc alele sunt detaliate Tn tabelul de pe pagina urmatoare.

NOTA: Protocolul de testare al probelor de splina si ganglioni limfatici recoltate de la rumegatoarele mici este diferit de
protocoalele Scurt si Ultra-Scurt, si este descris in ta selul Protocoalelor de Testare de mai jos.

Dilutia probei folosind diluantului placii de lucru

Stabiliti un sablon care s& indice localizarea poziti:i probelor pe placa de capturare a antigenului si pe placa de dilutie.
Rezervati godeurile pentru controalele negativ si pozitiv (furnizate in kit), care vor fi testate in duplicat. Diluantul placii de
lucru poate fi adaugat pe placa de dilutie inainte sat: dupa distribuirea probei. Proportia este de 30 uL de diluant al placii de
lucru la 120 pL de omogenat din proba (in cazul probelor de spling si ganglioni limfatici recoltate de la rumegatoare mici
proportia este de 50 pL de diluant la 100 pL de omog enat din proba).

Resuspendati omogenatele prin miscari usoare de ir versiune a tuburilor si apoi pipetati cu atentie proba introducéand varful
lung al pipetei de transfer printre particule (beads) si extragand proba din tubul de omogenizare a tesutului. Distribuiti cu
atentie fiecare proba pe placa de dilutie, evitand cree rea bulelor de aer in interiorul omogenatului si evitand lasarea urmelor
de proba pe marginile godeurilor placii de dilutie.

Dupa diluarea omogenatelor, amestecati temeinic robele, evitand crearea bulelor de aer. Omogenizarea poate fi realizatd
cu ajutorul unei pipete sau al unui agitator pentru plzci. Daca utilizati un dispozitiv de agitare (shaker) a placilor, va fi necesar
sa reglati viteza si timpul de operare pentru a asigura omogenizarea completa faré a imprastia probele. Efectuati testarea in
decurs de 2 ore.

Utilizarea agitatorului (shaker) pentru placi pentr:1 incubarea probelor (Protocolul Scurt si Protocolul Ultra-Scurt)
Protocoalele Scurt si Ultra-Scurt implica o rotatie la viteza mica (200 £100 rpm) pe un agitator cu platforma pentru placi doar
pentru etape de incubare a probelor. Agitatorul pen ru placi trebuie sa redea o miscare usoard circulara in pfan orizontal. Cu
toate ca probele din fiecare godeu al placilor de riicrotitrare se vor misca usor, este posibil ca acest lucru sa nu poata fi
observat. Miscarea nu trebuie s3 fie foarte energica pentru a nu impinge proba peste marginea godeului. Timpul de incubare
este redus corespunzator pentru incubarea probei si a conjugatului, conform celor detaliate in tabelul urmator. In cadrul
protocolului de testare a probelor recoltate din splina/ganglionii limfatici ai rumegatoarelor mici, procedurile de incubare nu
implica agitarea placilor.




Protocoalele de testare

Procedura de testare

Protocol pentru probe dd
splind/ganglioni limfatici:
rumegatoare mici

Protocolul Scurt Protocolul Ultra-Scurt

Tesut cerebral bovine, Tesut cerebral bovine si Tesut din splina si ganglionii

Tipul de proba rumegatoare mici si rumega oare mici . limfatici ai rumegétoarelor
cervide, ganglioni limfatici mici
cervide
32-z7°Ct:
Doar i icubare
18-26°C (etapele 3,5,8,10) 18-26°C

Etapa Operatiune

Toate etapele Toate etapele

18-26°C: Toat : celelalte etape
inclusiv etap :le de spalare |

1 Distribuirea probei pe
placa de dilutie

120 L de proba cu 30 pL de diluan al placii 100 pL de proba cu 50 pL
de lucru de diluant al placii de lucru

OMOGENIZAT!I TEMEINIC - a se /edea sectiunea "Dilutia probei folosind
diluantul  lacii de lucru”.

2 Distribuirea probei pe Pipetati 100 pL de proba diluata pe >laca de testare; omogenizali controalele,
placa de capturare a adaugati 100 pL in duplicat; acoperiti placa cu un dispozitiv de acoperire a placii.
antigenului
Incubarea placii de 45-60 min.; agitare la 20-25 mir ; agitare la . .
3 capturare viteza mica 200 100 rpm | vitezd micd 2001100 rpm 2-3 ore fard agitare
4 Spalare folosind Solutia : Spélati godeurile de 6 ori cu ~330 L de Solutie de spalare 1 (1X).

de Spalare 1 (1X)

5 Solutie de tratare:
Adaugare / Incubare

6 Spalare folosind Solutia

de Spalare 2 (1X)

Adaugati in fiecare godeu 100 pl de tampon de tratare; acoperiti placa;
incubati tin p de 10 +1 min.

Spalati godeurile de 3 ori cu ~{ 50 pL de Solutie de spalare 2 (1X).

8 Incubarea conjugatului

Adaugarea conjugatului :

| la rumegatoare mici utitizati SRB-CC) si icoperiti placa acoperifi placa cu un dispozitiv

Adaugati 100 pL de conjugat diluat (pe- tru probe de . ) .
tesut cerebral bovin si probe recoltate le la cervide Adaugati 100 pL de conjugat
utilizati CC; pentru probe de tesut cereb al recoltat de concentrat (CC) diluat i

cu un dispozitiv de acoperire a ;lacii de acoperire a plcil.

45-50 min. 25-3) min. 60-75 min

9 Spélare folosind Solutia
de Spalare 2 (1X)

Spalati godeurile de 5 ori cu ~1.50 L de Solutie de spalare 2 (1X).

10 Adaugarea / Incubarea
Substratului

11 Adaugarea solutiei stop
/ Citirea placii

Adaugati 100 L de substrat In fiece re godeu; acoperiti placa; incubati timp
de 15 +1 min. departe de lumina direct: a soarelui (nu utilizati folie adeziva pentru
acoper rea placii).

Ad&ugati 100 pL de solutie stop pe ba :d de acid; placa poate fi mentinuta timp de
pana la 30 de min. la intuneric inainte ¢ e citirea densitétii optice {450 nm) folosind o
lungime de unda de referinta le (Arer) 620 nm pand la 650 nm.

1. Incubarea la 32-37°C inseamna introducerea piacii de testare intr-un incut ator care a fost pre-incalzit la 32-37°C




@  Recapitularea formatelor kitylui

Interpretarea rezultatelor

Pentru ca analiza sa fie valida, media controlului neqaﬂv (NCx) trebuie s& aiba o valoare A,~Ager Mai mica decét

‘ Creier Splina si ganglioni| Creier si ganglioni
Creigf bovin | rumeg itoare limfatici limfatici retrofa-
mici rumegatoare mici | ringieni cervide
| Pregatirea probelor: R
Seringa de recoltare a Da N Nu Nu
probei de tesut
Méruntirea tesutului » o Da (GLRF)
(pre-omogenizare) Nu N Da Nu (Creier)
Procedura de testare:
_ ConjugatConcentrat |  CC__ | SRECC | =~ ¢cc |
Diluantul placii de
lucru (raport cantitativ | 30 pL/120 uL | 30 L/ 20 pL 50 pL/100 pL 30 /120 pL
diluant placa de lucru
fprobd | ¢ L
. Splind si
Protocoale aprobate Scug §|rklltra Scurst .,lrltlltra ganglioni limfatici Scurt
cu cu rumegatoare mici
Valoarea Cutoff a NCx + 0,120 NCx + 0,180 NCx + 0,180 NCx + 0,150
testului B - B
Protocol de tratare
termica aplicabil Da NJ Nu Nu
optional

0,150, iar media controlului pozitiv (PCx) trebuie s.1 aibd o valoare A,5—Ager20,400

Efectuarea Calculelor

Calculul mediei controlului negativ (NCx):

Calculul mediei controlului pozitiv (PCx):

Calculul valorii cutoff:

Cutoff bovine = NCx + 0.120
Cutoff rumegatoare mici = NCx + 0.180

2

Cutoff cervide =NCx +0.150

NCx = A1 (A= Agee) + BT [ \sso— Aper)
2

PCx = C1 (Aug = Ags) + DA = Acr]

NOTA: Pentru definitia Arer, consultati etapa 11 ¢ tabelului Procedura de Testare.

Rezultate

Interpretarea rezultatelor analizei probelor se bazzaza pe absorbanta acestora. Probele indicand valori Asso—Arer mai mici
decat valoarea cutoff sunt considerate de catre | JEXX HerdChek BSE-Scrapie Antigen Test Kit ca fiind negative. Probele
indicand valori Asso-Arer mai mari sau egale cu valoarea cutoff sunt clasificate ca fiind initial reactive pentru PrPSe, iar
omogenatul trebuie retestat in duplicat cu kitul de "estare IDEXX HerdChek BSE-Scrapie Antigen Test Kit.

Retestarea probelor de tesut cerebral bovin poae fi efectuatd din omogenatul de tesut cerebral initial sau din omogenat
pregatit folosind Protocolul Optional de Tratare tirmica a probelor de origine bovind, descris mai jos. Daca vreuna dintre
valorile de retestare este egald sau mai mare dec it valoarea cutoff a testului, proba este considerata ca fiind pozitiva. Proba
este consideratd ca fiind negativa atunci cand vz loarea ambelor replicate retestate este mai mica decat valoarea cutoff a
testului. Tn cadrul UE, toate probele de origine I ovind reactive initial si care sunt indicate ca fiind negative ca urmare a
retestarii cu ajutorul protocolului de tratare termica trebuie declarate negative. -
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@ Probele provenite de la rumegatoarele mici si de la cervide trebuie retestate in duplicat direct din om’OQp/natul de tesut.

- . . . . - ) ) L vy
initial - NU tratati termic omogenatele prevenind de la rumegétoarele mici sau de la cervide. Daca vreuna dintte Malé(lje de,
retestare este egala sau mai mare decat valoarea cutoff a testului, proba e ste considerata ca fiind pozitiva. Proba este 34
consideratd negativa atunci cand valorile de retestare ale ambelor replicate sunt mai mici decét valoarea cutoff a testului.

in statele membre ale UE toate probele indicate ca fiind pozitive p in efectuarea unui test rapid trebuie trimise catre
Laboratoarele Nationale de Referinta din statul respectiv pentru detect:a EST sau catre Laboratorul de Referinta al Uniunii
Europene in vederea efectudrii testelor de confirmare.

Protocolul optional de tratare termica pentru omogenatele bovine nitial reactive: (Protocolul de tratare termica se
aplica numai probelor de origine bovina.)

Extrageti 230 + 20 pl din omogenatul de tesut initial reactiv si transferati intr-o fiola de 1,5-2 mL prevazuta cu capac cu
sistem de infiletare si avand partea inferioara conicd. Asezati fiola Tntr-o unitate dry heating block care a fost preincélzita la
70 £2°C. incalziti tubul timp de 10 £1 min. si apoi asezati tubul pe un suport deschis la 18-26°C timp de cel putin 20 de
minute pentru a lasa proba si se raceasca. Omogenatul trebuie retestit in decurs de doua ore de la tratarea termica, in
duplicat, cu ajutorul kitului de testare IDEXX HerdChek BSE-Scrapie Anti jen Test Kit.

Masuri de precautie

*  Nu expuneti substratul tetramethylbenzidene (TMB) la lumina putervica sau la agenti oxidanti. Pentru distribuirea TMB
utilizati dispozitive curate din plastic, de unic folosinta.

+ Trebuie s fiti atenti pentru a evita contaminarea componentelor kitt lui. Nu utilizati componentele dupa data de expirare
a acestora, si nu amestecati componente provenind din kituri avand oturi diferite.

+ Unele componente ale kitului contin azidd de sodiu drept conservant (a se vedea descrierea componentelor kitului).
Trebuie s fiti atenti pentru a evita contaminarea conjugatului anti-Pr>-HRPO cu solutii ce contin azida de sodiu.

+ Pastrati toti reactivii la 2-8°C. Lasati reactivii sa ajungd la 18-26° > Inainte de a-i utiliza, si repuneti-i la temperatura
corespunzatoare de pastrare dup utilizare (a se vedea sectiunea Pastrarea reactivilor preparati).

«  Folositi tavi diferite de distribuire pentru fiecare reactiv utilizat in cadrul analizei. Evitati contaminarea incrucisata a
substratului TMB cu solutia de conjugat diluat. Nu turnati inapoi in flecon solutia TMB neutilizata.

+ Nu lasati placile de microtitrare sa stea mai mult de 5 minute intre et apele de spalare si adaugarea reactivilor.

Informatii cu privire la siguranta

+ Tot personalul din laborator trebuie s fie instruit corespunzator cu privire la riscurile legate de ESB si scrapie si la
procedurile de decontaminare recomandate. Procedurile de siguraita biologica trebuie respectate cu strictete, conform
recomandarilor cuprinse in reglementarile nationale de siguranta.

+ Solutia tamponata de tratare contine solventi; evitati contactul cu pie ea si cu membranele mucoase.
» Substratul TMB poate irita pielea si ochii; evitati contactul direct.

+ Diluantul 1 al placii contine concentratii mari de detergenti; evitati co rtactul direct.

* Evitati utilizarea in laborator a recipientelor din sticla.

Anexa

Recoltarea de tesut din obexul bovin cu ajutorul dispozitivului IEEXX de recoltare a probelor

IDEXX pune la dispozitie un dispozitiv de recoltare a probelor, ca alterr ativd a metodei de extractie a obexului bovin. Acest
dispozitiv este o seringa de recoltare. Dispozitivul IDEXX de recoltare a probelor este aprobat de catre EURL. Crientarile
oferite in aceastd sectiune referitoare la recoltare nu exclud alte nformatii sau instructiuni care sunt conforme cu
reglementarea (CE) 999/2001 si cu modificarile uiterioare ale acestei reglementari. Atunci cand nu este posibila identificarea
zonei anatomice corecte de recoltare, folositi instrumentele de disectie conform celor descrise in sectiunea Recoltarea si
pregatirea probelor de tesut.

1. Trunchiul cerebral trebuie prelevat la abator prin foramenul occipi al utilizand un instrument special sau o spatula de
recoltare a probelor. Identificati zona obexului luand drept reper zona in forma de “V" de pe suprafata superioara a
trunchiului cerebral (a se vedea figura de la capitolul Recoltarea s pregatirea probelor de tesut). Atunci cand nu este
posibila identificarea zonei anatomice corecte de recoltare, folositi instrumentele de disectie conform celor descrise in
sectiunea Recoltarea si pregétirea probelor de tesut.




sectiunea in forma de “V” a tesutului in pozitie verticala. Introduceti varful seringii de
recoltare a probei pana la capatul caudal «l bulbului rahidian, pe partea din care urmeaza sa recoltati proba, la
aproximativ 3 mm (suficient indfat varful sering i sa fie plasat in sigurantd). Este posibil s& fie necesar sa taiati excesul de
tesut de la nivelul maduvei sgiharii daca distar ta dintre baza maduvei spindrii si sectiunea in forma de “V" este mai mare
de 3-4 cm.

3. Mentineti ferm pistonul se41gii. Cu degetul arz tator apasati corpul seringii in trunchiul cerebral, avand grija ca pistonul sa
nu se miste in nici o directie. Consultati Figure 2 pentru directionarea corespunzatoare a seringii astfel incét sé ajunga la
zonele importante de recoltare a tesutului din obex. Pe méasura ce corpul seringii patrunde in proba, acesta trebuie sa
ramana pe partea aleasa a trunchiului cerebre | pentru a impiedica deteriorarea partii opuse. O hemisectiune completa a
trunchiului cerebral avand obexul intact trebuie sa fie pastrata in vederea efectuérii testelor de confirmare.

2. Pozitionati trunchiul cerebral

Figura 2. Sectiune transversald a trunchiului cerebral al bovinei, la nivelul obexului, identificand zonele cheie pentru recoltarea tesutului: 1)
tractusul solitar, 2) nucleul nervului trigemen, 3) nucleul motor dorsal al nervului vag (figura este preluatd din Manualul pentru Teste de
Diagnostic si Vaccinuri al OIE, capitolul 2.4.6.)

4. Corpul seringii va trece prin trunchiul cerebral si apoi in regiunea obexului. Asigurati-va de faptul c& seringa a patruns in
partea superioard a zonei de recoltare (a se redea Figura 1). Astfel, corpul seringii ar trebui sa contind deja proba de
obex.

NOTA: Proba necesara (cum ar fi proba de obix) se regéseste inspre varful corpului seringii.

5. Rasuciti corpul seringii pentru a izola proba si ndepartati cu atentie seringa de tesut.

Daca o cantitate semnificativa de tesut ramar e suspendata in varful seringii, trageti-o in corpul seringii prin retractarea
usoara a pistonului. Seringa poate fi acum me nevratd pentru a indeparta aerul din varf si pentru a elimina spatiul dintre
fragmentele de proba.

Nota: In interiorul seringii se regasesc mai multe spatii sau santuri regulate de infranare a pistonului ce pot fi simite pe
masura ce pistonul este miscat in seringd. Spatiul dintre aceste limitatoare furnizeaza o mésurare precisa a volumului de
proba.

7. Dupa obtinerea probei de tesut in seringa, imingeti pistonul pentru a-l alinia cu cea mai apropiaté crestatura. Proba nu
trebuie sa contina spatii goale intre piston si v irful seringii. Este posibil ca o parte a materialului de proba in exces sa se
iasa in afara varfului seringii.

8. Eliminati orice reziduu de tesut care ar putea rdmane pe suprafata exterioard. Nu apdsati pistonul in timpul acestei
operatiuni deoarece proba va fi expulzata sau oresatd; nici unul dintre cele doua cazuri nu este de dorit.

9. Tineti intr-o mana tubul de omogenizare a prosei in pozitie verticald, iar In cealaltd mana tineti seringa cu varful exact la
marginea tubului, Tn interiorul acestuia. Disiribuiti in tub o cantitate masuratd de tesut din obex prin impingerea
pistonului de la un sant al seringii si oprindu-va la urmatorul. Volumul dintre doud santuri este 150 plL; se distribuie in tub
o cantitate totald de 300 pL (echivalentul a 0,3) g +0,05 g de tesut).

10. Infiletati capacul tubului si continuati cu omoge nizarea probei.

Personalul din laborator care recolteaza probe de obex cu ajutorul dispozitivului IDEXX de recoltare a probei trebuie sa fie
bine instruit cu privire la utilizarea dispozitivului penitru a va asigura de faptul ca recoltarea se efectueaza din zona corecta a
trunchiului cerebral. Fiecare tehnician trebuie s monitorizeze exactitatea prelevarii prin efectuarea unor verificéri periodice
ale greutatii probei. Un program de actiuni de core ctare trebuie implementat Tn cazul in care rezultatele nu sunt armonizate
cu criteriile de acceptanta definite. Dispozitivul IDEXX de recoltare a probelor este de unica folosinta si trebuie aruncat dupa
fiecare recoltare pentru a preveni contaminarea inc ‘ucisata.

Limitarea responsabilitatii e _
In limitele maxime permise de lege, sub nici o fcrma IDEXX sau furnizorii s&i de licente nu vor fi respop "N'_.'li-‘?'n‘ fata

dumneavoastra sau a altor persoane pentru pierczrea profitului sau a utilizari, sau pentrill daune specia),ég:écciden@e,”'_ '
semnificative, indirecte, punitive sau compensatii mu tiple, inclusiv dar fara a se limita la pierderea fondului corﬂe{cia};qd telor "= ‘,‘-,

} 7

sau echipamentelor sau pentru intreruperea activita ii economice, rezultand din productia, var.zarea, furnizaréaisatf"é'tipgage'a Z
produselor sau serviciilor noastre sau pentru nelivrar 3a sau livrarea cu intarziere a acestor produse sau serviciiy - i

lf-\l""w
[t =V o ¥ o N




® .
-
!‘§ S ;
R
Pentru asistenta tehnica: L ey, =
IDEXX SUA Tel: +1 800 548 9997 sau +1 207 556 4890 e T
IDEXX Europa Tel: +800 727 43399 RS

*HerdChek este o marca comerciald sau o marcd comerciald inregistrata apartind d IDEXX Laboratorigs, Inc. sau asociatilor sai din Statele
Unite si/sau din alte state. Toate celelalte denumiri de produse sau denumiri ale ¢>mpaniilor st siglele sunt marci comerciale ale definatorilor
respectivi.

Informatii cu privire la brevet: idexx.com/patents.

© 2018 IDEXX Laboratories, Inc. Toate drepturile rezervate.
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Descrierea simbolurilor

Numar serie

Numar de catalog

Reprezentant autorizat n Comunitatea Europeana

A se utiliza pana la dat: de

Producator

Modificdri majore in cadrul instructiunilor de utilizare




Pericol

SO

H302 / H314 / H410 / P303+P361+P353 / P501 }

Controlul Pozitiv — Nociv in cazul inghitirii. Provoaca arsuri grave ale pie i si leziuni oculare
grave. Foarte toxic pentru organismele acvatice avand efecte de lunga duratd. IN CAZUL
CONTACTULUI CU PIELEA (sau cu parul): Indepartati imediat toate hainele contaminate. Clatiti
pielea cu apa sau faceti dus. Indepartati produsul/recipientul in conformitat s cu reglementarile
locale / regionale / nationale / internationale.

H315 / H318 / P280 / P332+P313 / P305+P351+P338, P310

Controlul Negativ — Provoaca iritatia pielii. Provoaca leziuni oculare grave Purtati manusi de
protectie / ochelari de protectie / masca de protectie. In cazul iritatiei pielii: Consultati un medic.
IN CAZUL CONTACTULUI CU OCHII: Clatiti cu atentie cu apa timp de catesa minute. Scoateti
lentilele de contact in cazu! in care purtati si in cazul In care acest lucrt se poate face cu
usurintd. Continuati sa clatiti. Apelati imediat un Centru de Informare Toxicolngica sau consultati

un medic.

H315/ H319 / P280 / P332+P313/ P337+P313

Componenta 1 de dilutie a placii — Provoaca iritatia pielii. Provoaca irtatii oculare grave.
Purtati manusi de protectie / ochelari de protectie / masca de protectie. In cazul intatiei pielii:
Consultati un medic. In cazul in care iritatia pielii persistd: Consultati un mecic .

H316 / H334 / P304+P340 / P332+P313

Componenta 2 de dilutie a placii - Provoacd o usoard iritatie a pizli. Poate provoca
simptome de alergie sau astm sau dificultate in respiratie in cazul in cire este inhalat. N
CAZUL INHALARII: Tn cazul dificultatii n respiratie, transportati victima la a¢ r curat si mentineti-
o in repaus, intr-o pozitie confortabild care favorizeaza respiratia. In cazul irtatiei pielii:
Consultati un medic .

EUH20

Diluant Conjugat — Contine Proclin. Poate provoca reactii alergice.

[ ir-a eV 4




| T | . H302 / H412/ J

Solutie tampon de tratare — Nociv in\ azul nghitirii. Foarte toxic pentru organismele acvatice
avand efecte de lunga duraté. Indepartati produsul/recipi ntul in conformitate cu reglementarile
locale / regionale / nationale / internat,ij ale.

J— . ‘ //
///

-
B - H316 / P332+P:13

Solutia de spalare 1 - Provoaca o usoara iritatie a pielii. In cazul iritatiei pielii: Consultati un
medic.
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H302 / H412 /

Solutie tampon de tratare — Nociv in cazul inghitirii. Foarte toxic pentr J organismele acvatice
avand efecte de lunga durata. Indepartati produsul/recipientul in conforniitate cu reglementarile
focale / regionale / nationale / internationale.

H316 / P332+P313

Solutia de spalare 1 — Provoacd o usoara iritatie a pielii. In cazul iritatiei pielii: Consultati un
medic.
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Kit de testarg pentru detectia antigenului Encefalopatiei Spongiforme

Bovine - Scrapie, ELISA

Etichete componente

A

HerdChek

1 x 96 de Godeurt

Placa de capturare a antigenului

[ Fmte)—0—¢
Bl K SO

iLot]
=

Destinat exclusiv uzului
veterinar.

i
2

Zul.-Nr.: K007

IDEXX Laboratories, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092
04-04743-08

IDEXX Europe B V. P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp
49-09122-00

P [CONTROL[+]

HerdChek* BSE-Scrapie Antigen
1mt

Fsii) d

N [CONTROL[-]

HerdCheb * BSE-Scrapie Antigen
1mt

[T 8

Destinat exclusiv @ U]j

uzuluiveterinar,

8T 2iur fu s dos
z‘eﬂ'

Destinat xclusiv
uzului ve erinar.

VD]

04-0002590-02

44-0002675-00

04-000: 591-02

44-0002676-00

e e NN
Cenjugat Concentrat
HerdChek 300 pL
LoT 04-04806-07 42-13448-00
o
30041 ™ o
— &
2
Destinat exclusiv ~
i i B utnrsko07 2
uzului veterinar. i ub-Nr =
=]
=3
IDEXX Laborataries, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092 IDEXXEuropeB.V.P.O,Box1334,2130€KHoofd: orp
04-04832-07 42-13448-00
e g b T T
- XX
SRB_CC Conjugat concentrat pentru nm SRB-CC IoE
N tesutul cerebral al St LOT]
;‘;édsche"_ rumegatoarelor mici
-Scrapie 1 :
Antigen on 1
300 pL
300ML g 04-08725-04  42-08832-00
Destinat exclusiv B°C
uzului veterinar, 6 ZulNes FU-B 409
04-08522-04 42-08832-00
a 1
s
. . oo b SO
‘ D Diluant pentru conjugat
HerdChek HOT
9] IS
o
60 mL - o
w
. . " w
Destinat exclusiv uzului B &>
veterinar. »e ¢ Zul-Nr.:K007 ‘,;
=]
IDEXX taboratories, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092 IDEXX Europe B.V.P.O 3ox 1334, 2130 EX Hoofddorp
04-04755-09 45-09134-00
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Kit de testare pentru detectia antigenului Encefalopatiei Spongiforme

Bovine - Scrapie, ELISA

Etichete componente

Solutie tampon de tratare

HerdChek

60 mL

Destinat exclusiv
uzului veterinar.

- D

Zul.-Nr.: KOO7

IDEXX Laboratories, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092

IDEXX Europe B.V P.Q. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp

200 pL

04-04750-08 45-09143-00

04-04753-08 43-09158-00
ln::w
Bl e O
Solutie de spiiare 1 (10X)
HerdChek Lot
450 mL g
Destinat exclusiv uzului
/B8 utnrakoo7

veterinar.
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2t

IDEXX Laboratories, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092
04-04808-08

IDEXX Europe B.V P.O. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp
43-13466-00

Solutie de spalare 2 (10X)

veterinar,

HerdChek
CJ
450 mL "
Destinat exclusiv uzului - ~8°€
1 Zul.-Nr.; K007

2t

IDEXX Laboratories, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092
04-04757-09

IDEXX Europe B.V P.0. Box 1334, 2130 EK Hoofddorp
43-13468-00

Substrat TMB

T

HerdChek

60 mt.
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Destinat exclusiv uzului
veterinar.

~8°C

Zul.-Nr.: K007

A

IDEXX Laboratories, One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092
04-04758-09

IDEXX Europe B.V P.0. Box 1334, 2130 £K Hoofddorp
45-13323-00






