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opatiile spongiforme transmisibile (EST) sunt maladii lente degenerative ale
S Jdi nervos central induse de agenti transmisibili neconventionali (ATN) denumiti in
- mag€lrent prioni.

EST sunt clasificate general in concordanta cu etiologia lor, in iatrogene, familiale si/sau
sporadice. Scrapia ovinelor a fost raportata in secolul al XVlll-lea si transmiterea
demonstrata (inclusiv la caprine). Cu toate acestea, modalitatile de contaminare in turme
raman pufin cunoscute. EST s-au mai descris la cerb si elan (maladia cronica
cagectizanta, MCC) si la vaca (encefalopatia spongiformé bovina, ESB).

Si oamenii sunt sensibili la anumite forme de EST. Exista dovezi convingatoare care

sustin faptul ca ESB a fost transmisa de la bovine la om, probabil prin consumul de carne
contaminata.

in plus fata de aceasta forma varianta a maladiei Creutzfeldt-dakob (MCJv), alte
forme intalnite la oameni sunt boala Kuru si maladia Creutzfeldt-Jakob iatrogena.

Formele ereditare pure (cum este sindromul Gertsmann-Straiissler-Scheinker [GSS))
sifsau MCJ sporadica au fost demonstrate la om, dar incidenta lor este scazuta. Nu se
cunoaste daca exista cazuri similare de EST sporadice la animale.

Principalele caracteristici ale acestor boli sunt urmatoarele:

> evolutia progresiva lenta, insa intotdeauna fatala,

> absenta agentilor infectiosi conventionali,

» acumularea progresivd in sistemul nervos central a unei izoforme anormale a
proteinei prionice naturale (PrP), denumitd PrPSc. Aceastd izoforma se
caracterizeaza prin proprietati biochimice particulare si in special printr-o
rezistenta crescuta la proteaze.

Perioada de incubare surprinzator de lungd ce precede simptomele neurologice
sugereaza faptul c& evenimente importante in patogeneza EST ar putea avea loc in
situsuri extranervoase si in special in tesuturile limfoide periferice.

In ciuda numeroaselor necunoscute si/sau incertitudini, detectia PrPS¢ anormale este in
prezent recunoscuta ca metoda, pentru confirmarea diagnosticului EST. Aceasta detectie
se efectueaza in principal post-mortem din prelevate de tesut nervos.

PrPS¢ anormald a mai fost detectats $i intr-un numar de tesuturi si organe limfoide: in
centrii germinativi splenici, gangtionii limfatici, amigdale, si/sau tesuturi limfoide asociate
mucoaselor (dar numai la nivel de cercetare), in modele animale sau la oi cu scrapie,
cerbi si elani cu MCC si la pacienti cu MCJv.

Reactivii conceputi de catre CEA - “Commissariat a 'Energie Atomique — (Comisariatul
francez pentru energie atomica) au evoluat, produsi si comercializati de Bio-Rad, permit
detectia PrP° din probe de tesuturi nervoase recoltate de la animale.




Testarea se realizeaza cu reactivii si accesoriile urmatoare:

- Trusa TeSeE™ SAP Combi (192 testari) cod: 3551186 oy
- Trusa TeSeE™ SAP Combi (384 testari) cod: 3551192 RN ’)//’
- Trusa TeSeE™ Combi (768 testari) cod: 3551191
- Tuburi de omogenizare (384 tuburi) cod: 3551139
- Tuburi de omogenizare (768 tuburi) cod: 3551137
- Seringi si ace de calibrare (x 200) cod: 3551174
sau Placi filtrante (x 50) cod: 3551179
- Micropléci cu godeuri adanci (x 50) cod: 3590132
- Sfere medii (x 2000) cod: 355-1171*

*Doar pentru tesuturi periferice

2 - Trusa TeSeE™ Combi
2-1 PRINCIPIUL

Reactivii trusei TeSeE™ SAP Combi permit purificarea, concentrarea, solubilizarea si detectia
PrPSe din probe de tesuturi prelevate de la animalele infectate.

Principiul trusei TeSeE™ SAP se bazeaza pe o tehnica imuno-enzimatica (in format sandvig) ce
foloseste 2 anticorpi monoclonali pentru detectia proteinei prionice anormale, rezistenta la
proteinaza K, in tesuturile prelevate de la animale infectate.

Faza solida consta in 12 barete formate din cate 8 godeuri de polistiren captusite cu primul
anticorp monoclonal. Al doilea anticorp monoclonal este cuplat cu peroxidaza.

2-2 PRELEVATELE

» Bovine: Purificarea PrPS° se efectueazad din probe de tesut recoltate de la nivelul
Sistemului Nervos Central (SNC). Trusa de prelevare BSE extraction tool (cod: 355-
1130) poate fi utilizata pentru recoltarea trunchiului cerebral.

Deoarece distributia PrP% este eterogena in sistemul nervos central, recoltarea din regiunea
obexului de la nivelul trunchiul cerebral este de preferat pentru asigurarea detectiei optime.
Seringa de prelevare (cod: 355-1175) permite prelevarea rapida si facild a obexului intr-o
maniera sigurd. V& rugdm sa consultaii protocolul de prelevare pentru instructiuni detaliate
asupra procedurii de recoltare buna.

e Rumegatoare mici si cervide : Purificarea PrPS¢ se efectueaza pe probe din Sistemul
Nervos Central (SNC) sau din tesuturi periferice (ganglioni limfatici, spling,...). Trusa de
extractie pentru rumegatoare mici (cod : 355-1184) poate fi folositd atat la prelevarea
trunchiului cerebral cat si a cerebelului.

Deoarece distribufia PrP® este eterogend in sistemul nervos central, prelevarile se vor face cu
precédere din obexul trunchiului cerebral pentru asigurarea detectiei optime.

Probele se taie si se cantaresc individual.

Nota : alte tesuturi (amigdale, ileum, plecapa,...) se vor folosi doar in scop de cercetare.

Probele se pastreaza intre +2°C si +8°C daca purificarea se realizeaza in urmétoarele 24 de ore
sau se vor depozita congelate cateva luni. Acestea pot fi supuse procesului de
congelare/decongelare nu mai mult de 3 ori. In cazul in care aceste probe trebuie transportate,
esantioanele trebuie ambalate in conformitate cu reglementarile nationale in vigoare.
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IA TRUSEI TeSeE™
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ETICHETA " AIPUL REACTIVILOR PREZENTARE PASTRARE
N 3551186 3551192 3551191
(192 teste) (384 teste) (768 teste)
Reactiv A |Solutie denaturants 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°Cla +8°C
(55 ml) (120 ml) (240 ml)
Reactiv B | Solutie de clarificare 1 flacon 1 flacon 2 flacoane +2°Cla+8°C
Colorare: albastru bromfenol (55 ml) (120 ml) (120 ml)
Reactiv C |Tampon de resolubilizare 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°Cla+8°C
Colorare: verde malachite (7 ml) (14 ml) (28 mi)
PK Proteinaza K 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°Cla +8°C
Colorare: rosu fenol (0.5 ml) (0.5 mt) (0.5 ml)
R1 Microplaca: 12 barete a cate 8 godeuri 2 placi 4 placi 8 placi +2°Cla+8°C
captusite cu un anticorp monoclonal
anti-PrP
R2 Solutie de spalare: Concentrat 10x de 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°Cla +25°C
tampon Tris-NaCl pH 7,4 (250 ml) (250 ml) (250 ml)
Conservant: ProClin™ 300 (0,01%)
R3 Control negativ: Tampon TFS pH 7 2 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°Cla+8°C
suplimentat cu BSA (4 mi) (4 ml) (4 m)
Conservant: ProClin™ 300 (0,1%)
R4 Control pozitiv: Tampon TFS pH 7.4 I flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°Cla+8°C
suplimentat cu peptide de sintez (a.s 4 mi) (a.s. 4 mi) (a.s. 4 mi)
neinfectioase. Liofilizat.
Conservant: ProClin™ 300 (0,1%)
R6 Diluant de probe: Tampon TFS pH 7.2 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°Cla +8°C
suplimentat cu BSA si rosu fenol. (35 mi) (70 m) (140 mi)
Conservant: ProClin™ 300 (C,1%)
R7 Conjugat: Solutie concentratd 10x de 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°Cla +8°C
anticorpi monoclonali anti-PrP marcatj (2.8 ml) (2.8 ml) (2.8 ml)
cu peroxidaza in tampon TFS pH 7.1
suplimentat cu proteine bovine si
coloraté cu rosu fenol. Conservant:
ProClin™ 300 (0,1%)
R8 Tampon substrat de peroxidaza: 1 flacon 1 flacon 2 flacoane +2°Cla+8°C
Solutie de acid citric si acetat de sodiu (60 ml) (120 mi) (120 ml)
pH 4.0 ce contine 0,015% H202 si 4%
dimetil suifoxid (DMSO)
R9 Cromogen: Solutie de tetrametil 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°Cia +8°C
benzidina (TMB) (5 mi) (10 mt) (20 ml)
R10 Solutie de stopare: Acid suifuric 1 N 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°Cla +8°C
(28 ml) (56 ml) (112 ml)
Folii adezive 8 12 16

Urmatorii reactivi sunt componente generice: Reactivul A, reactivul B, diluantul de probe (R6), solutia de
spalare (R2), tamponul substrat de peroxidaza (R8), cromogenul (R9) si solutia de stopare (R10). Ele se
pot folosi impreuna cu toate Ioturile de truse TeSeE ™SAP. L
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2-4 PREPARAREA REACTIVILOR
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Inainte de utilizare reactivii din trusa trebuie lasati sa se echilibreze la temperatura camese
+18°C la +30°C) timp de 30 minute. N

b
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1 - Reactivi gata de utilizare

Reactivii A, B, C, controlul negativ (R3), diluentul de probe (R8) si solutia de stopare (R10)
sunt gata de utilizare.

Microplacile (R1):
Inainte de deschiderea ambalajului vidat ce confine o substantd de deshidratare, l4sat
microplaca sa ajunga la temperatura camerei (+18°C la +30°C) in ambalajul sau protector pentru

a evita orice condensare a apei in godeuri. Deschideti la punctul de sudurd si reintroduceti
imediat inapoi in ambalaj baretele nefolosite.

Tnchidegi ermetic punga dupa eliminare aerului din interior. Pastrati intre +2°C si +8°C.

2 - Reactivi de reconstituit

Proteinaza K:

Reactivul A este tamponul de dilutie pentru proteinaza K.

Solutia trebuie preparatd dupa cum urmeaza (4 pl de proteinaza K intr-un 1 ml de reactiv A) :

NUMARUL DE PROBE REACTIV A PROTEINAZA K
2 1 ml 4l
10 3 mi 12 ul
18 5Smi 20w
26 7 ml 28 ul
34 9 mi 36 ul
42 11 mi 44yl
50 13 ml 52 ul
58 15 mi 60 pl
66 17 mi 68 ul
74 19 ml 76 ul
82 21 ml 84 ul
90 23 mi 92 ul

Volumele trebuie pipetate exact. Varful de pipeta ce contine PK trebuie clatit corect prin cicluri
succesive de aspiratie/distributie in reactivul A.

Dupa reconstituire, omogenizaii sclutia prin inversiuni succesive ale flaconului pana obiineti o
soiutie omogena de culoare rosie. '

Solutia de spélare (R2):
Diluati solufia de spéalare R2 in proportie de 1/10 ori cu ap4 distilata sau apa ultrapura (de
exemplu 100 ml de reactiv R2 se dilueaz& in 900 ml de apa distilatd).

Controlul pozitiv (R4):

Loviti usor de masa de laborator flaconul cu controlul pozitiv (R4) pentru a detasa orice substanta
aderenta eventual la dopul de cauciuc. Deschideti flaconul si dizolvati continutul acestuia in 4 ml
de diluent R6. Inchideti flaconul la loc si l3sati-l in asteptare timp de 1 minut, omogenizand usor
si din cand in cand pentru a facilita dizolvarea.




Conju’gatél L

al (RY):
Diluati reactiyyl R7 in proportie de 1/10 in solutia de spélare proaspét reconsituita (de exemplu:
0.1.ml de reagtiv R7 in 0.9 m! de solutie de spalare reconstituitd), {indnd cont de faptul c& 1 ml de

de utilizare este suficient pentru 1 bareta. Omogenizati usor. Evitati utilizarea unui
ortex.

Solufia de dezvoltare enzimatica (R8 + R9):
Diluati reactivul R9 in proportie de 1/11 in reactivul R8 (de exemplu: 0.1 ml de reactiv R9 intr-un 1

ml de reactiv R8), tinand cont ca 1.1 ml de solutie de revelatie enzimatica este suficienta pentru 1
bareta. Omogenizati usor. Evitati utilizarea unui agitator tip vortex.

2-5 Conditii de stocare, Valabilitate

Trusele TeSeE™ SAP Combi trebuie pastrate la o temperaturd cuprinsa intre +2°C $i +8°C. Toti
reactivii sunt stabili la aceasta temperatura péné la data de expirare indicata pe trusa (inainte si
dupa deschiderea flacoanelor).

Dupa diluare, solutia reconstituita de proteinaié K péstrata la temperatura camerei (+18°C pana
la +30°C) trebuie utilizatd in maxim 6 ore.

Valabilitatile reactivilor dupa preparare este urmatoarea:

ETICHETA REACTIVI VALABILITATE
R1 Microplaca in punga inchisa |1 luna intre +2°C si +8°C
ermetic '
R2 Solutia de spalare diluats 24 de ore la temperatura camerei (intre +18°C si +30°C)

2 saptamani intre +2°C si +8°C

R4 Control pozitiv reconstituit 2 ore la temperatura camerei (+18°C la +30°C)
4 ore intre +2°C si +8°C
6 lunila -20°C

Se recomandd sa impartiti solutia reconstituita in porii d
0,5 ml alicote si s& le congelatj imediat la -20°C.

Poate fi supus la 3 cicluri succesive de

(4

inghetare/dezghetare.
R7 Solutia de conjugat 8 ore la temperatura camerei (intre +18°C si +30°C)
reconstituit (cu solutia de
spélare diluata)
R8 + R9 |Solutia de dezvoltare 6 ore la temperatura camerei (intre +18°C si +30°C),
enzimatica intotdeauna ferit de lumina

2-6 MODUL DE LUCRU

Pentru metoda semi-automata a protocolului de purificare, va rugam sa consultati manualul de
utilizare a sistemului TeSeE™ NSP.

Procedura de prelucrare manuala:




1. Prelevarea probelor: e
Pentru tesuturi periferice (ganglioni limfatici, splina,...), inainte de a introduce probéﬁ“n

tubul de omogenizare, introduceti o sferd medie (cod : 355-1171).

Recoltati o cantitate de 350 + 40 mg de tesut nervos(de preferat de la nivelul'o)fiJ:éxului)
200 mg + 20 mg de tesut periferic. S

e
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Depozitati probele de tesut nervos in tuburile de omogenizare, inchideti bine capacele

acestora si treceti la etapa de omogenizare in omo
PRECESS 24™ sau TeSeE™ PRECESS 48™)

2. Omogenizarea probelor;

Plasati tuburile pe suportul circular al omogenizatorului (

PRECESS 24™ sau TeSeE™ PRECESS 48™)
parametrii ai aparatului:

genizator (sistemele Ribolyser®, TeSeE™

sistemele Ribolyser® TeSeE™

. Efectuati un ciclu de agitare dupa urmatorii

Ribolyser® TeSeE™ PRECESS 24 ™say 48™
Tesut nervos Tesut periferic Tesut nervos Tesut periferic
Timp (sec.) 45 2 x45* - -
Viteza 6.5 6.5 - -
Program - - Program 1 Program 2

*Asteptati 5 minute pauza intre cele 2 cicluri de agitare.

Daca omogenizarea este insuficientd, mai pot fi efectuate inca 1-2 cicluri suplimentare de
agitare, avand grijd ca temperatura tubului s& revina la temperatura ambianta (intre +18°C si
+30°C) intre fiecare ciclu (de ex. utilizand gheata pisata)

3. Transferul probelor:
Scoateti tuburile de omogenizare din omogenizator, resuspendati continutul prin inversiune
inainte de a le deschide.
Transferati omogenatul prin una dintre urméatoarele metode:

» Metoda seringii de calibrare

Prelevati 250 pl cu ajutorul seringii de calibrare (cod : 3551174) avand grij& sa scufundati acul
seringii in stratul de bile ceramice pentru a evita aspirarea fragmentelor de {esut omogenizate
necorespunzator.

Transferati fiecare proba de 250 pl intr-un microtub de testare Eppendorf de 2 ml sau intr-o
microplacé cu godeuri adanci (cod : 3590132).

e Metoda placii filtrante
Transferul si filtrarea se fac separat utilizand o placa filtranta (cod: 3551179) si o placa cu
godeuri adanci (cod : 3590132), utilizand una din urmatoarele tehnici de filtrare.

- Tehnicadevid:

Potrivii placa cu godeuri adanci (cod: 3590132) (placa principald) in partea de jos a
dispozitivului de vid, agezati conductorul colectorului si apoi placa filtranta (cod : 3551179).
Prelevali cel putin 400p! (< 1000pl) cu un varf de pipeta de 1000p! si transferati intr-un godeu
al placii filtrante (cod : 3551179), excludeti primele 6 pozitii (de la A1 la F1). Puneti o folie de
plastic adeziva deasupra placii filtrante. Setati manometrul de vid al pompei (cod : 3590350) la
254 cm Hg (22,5%). Pomiti pompa si verificali manometrul pentru un vid corect, apoi
deschideti valva dispozitivului pentru 1 min + 6 secunde. Inchideti valva, dezactivaii pompa si
eliberati vidul din dispozitiv. _




- Teerca de centrifugare :

Luati ¢ef putin 400 pl (< 1000ul) cu un varf de pipeta de 1000 ul si transferati in fiecare godeu
al plagfi filtrante (cod 3551179), montate anterior pe o placa cu godeuri adanci (cod 3590132),
iideti primele 6 pozitii (de la A1 la F1). Lipiti o folie de plastic adeziva deasupra placii
fitrante.

Centrifugati sistemul complet(placa filtrant $i placa cu godeuri adanci) timp de 1 min la 500 g.
Aveti grija sa tineti placa filtranta in siguran{a, pe pozitie pe placa cu godeuri adanci.

Nota : Centrifuga trebuie sa fie echipata cu un rotor pentru microplaci cu godeuri adanci (cod :
3590136), pentru centrifuga Eppendorf 5804R(cod 3591396).

Dupa fiecare tehnica aruncati placa filtranta si transferati 250 pl din probele filtrate intr-o alt3
placa cu godeuri adanci (placa de purificare) pentru protocolul manual sau puneti direct placa
principala la bordul NSP (studiati manualul de operare al sistemului NSP TeSeE™).

Nota: In aceasta etapa, tuburile de omogenizare dupa realizarea omogenizarii, microtuburile de
testare si placile cu godeur adanci dupa transferul probelor se pot stocs, inchise:

sNo La temperatura La +2°C/+8°C (in La -20°C timp de 1
camerei(de la +18°C | gheata sau in an*
la +30°C) timp de 8 frigider) timp de 15
ore ore

Tuburi de DA DA DA

omogenizare si
microtuburi de testare

Placa cu godeuri DA DA
adanci

*Probele inghetate trebuie dezghetate la temperatura camerei (intre +18°C si +30°C).
Esantioanele pot fi supuse la cel mult 3 cicluri de congelare/decongelare. Probele trebuie
intotdeauna omogenizate prin inversiunea eprubetei inainte de utilizare.

. Tratamentul cu PK :
Repartizali 250 ul (+ 10%) de solutie de PK reconstituita (vedeti paragraful 2.4) in fiecare
microtub sau placa de purificare. Nu depdsiti intervalul dintre prima si ultima proba mai mult de
5 minute pentru distributia proteinazei K. Imediat omogenizati tuburile inchise sau placile cu
godeuri adanci sigilate cu folie de aluminiu prin inversiune de 10 ori. Nu depasi{i 2 minute intre
omogenizare si incubarea la 37°C.
Incubati la 37 + 2°C intr-o baie uscata termostatata timp de 10 +1 minute.
Nota: Daca utilizati placd cu godeuri adanci, baia uscat3 termostatatd trebuie s3 fie echipata
Cu suport adaptat pentru astfel de pléci (cod : 3590134).

. Precipitarea PrP®¢ cu reactivul B:
Scoateti microtuburile sau placa cu godeuri adanci din termobloc. Deschideti tuburile si
distribuiti 250 pl (+ 10%) de reactiv B in toate microtuburile sau in godeurile microplacii.
Respectati aceeasi ordine de distributie cum e descrisa si in etapa 4. Nu depasiti intervalul de
2 minute intre scoaterea din incubator si etapa de omogenizare. Omogenizarea se desfasoara
in aceleasi conditii ca in etapa 4.

. Concentrarea PrP%° (centrifugarea): .
In cel muit 30 minute, dupa distributia reactivului B si amestecare : centrifugati microtuburile de
testare sau placa de purificare dupd cum urmeaza: .
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Centrifugare Microtuburi Placa cu godeuri addyci
Viteza (g) 20 000 15 000 2000 AT
Timp (mm) 5 7 10 9%

Temperatura (°C) 20 20 4

Nota: Pentru plicile cu godeuri adanci alocati 5 minute in plus la 37°C sau 10 minute in plus Ia
temperatura camerei (intre +18°C §i +30°C) inainte de centrifugare.

7. Clarificarea probelor:
Eliminati supematantul prin rasturnarea microtuburilor deasupra unui recipient de deseuri
biologice. Scurgeti bine microtuburile inversandu-le pe o hartie absorbanta timp de 5 minute.
Sau incéarcati placa cu godeuri adanci pe unitatea DWA40 (cod : 3590137). Selectati programul
«TSE DW» si numarul de barete care vor fi puse in lucru. Godeurile adanci trebuie sa fie
uscata la sfargitul procesului DW40, prin rastumarea placii pe hartie absorbantd pentru 5
minute.
Distribuiti 25 ul (£ 10%) de reactiv C in toate microtuburile sau godeurile microplacii.
Nu depésiti un interval de 10 minute intre sfarsitul operatiei de uscare a tuburilor si distributia
tamponului C.
Incubati imediat timp de 5 + 1 minute la 100°C + 5°C. Nu depasiti 2 minute intre distributia
reactivului C si inceputul incubarii. Nu sigilati microplaca cu godeuri adanci pe durata incubarii.
Nota: Dacd utilizati placd cu godeuri adanci, termoblocul trebuie s& fie echipat cu suport adaptat
pentru astfel de pléaci (cod : 3590134).

Scoatefi microtuburile sau placa cu godeuri adanci din incubator $i omogenizati tuburile cu
ajutorul unui vortex (5 + 2 secunde).

Probele din microtuburi sau microplacile pot fi conservate pentru 5 ore intre +2°C si +8°C sau
congelate pentru 72 de ore la -20°C. Probele congelate trebuie dezghetate la temperatura
camerei (intre +18°C si +30°C), si omogenizate cu un vortex (5 £ 2 secunde).

Probele purificate trebuie diluate cu 125 Ml (£ 10%) de reactiv R6. Probele diluate trebuie
omogenizate intr-un vortex (5 sec. + 2 sec.) chiar inainte de distribuirea lor in placa (R1)

1. Scoateti suportul microplacilor si numarul de randuri necesare (R1) din ambalajul protector.

Reintroduceti in ambalaj baretele nefolosite impreund cu punguta de desicant si Inchideti
ermetic.

2. Preparati controlul pozitiv (R4) conform indicatiilor descrise in capitolul 3.4.2.

3. Pentru fiecare serie de teste si fiecare microplaca, distribuiti 100 ul (£ 10%) de control/proba
in godeuri in ordinea de mai jos.
- Godeurile A1, B1, C1, D1: control negativ (R3)
- Godeurile E1, F1: control pozitiv (R4)

- Godeurile G1, H1, etc...: probe diluate cu reactivul (R6)
Probele se lucreaza in simplicat.

4. Acoperiti placa cu folie adeziva si incubati timp de 30 min + 2 min la 37°C + 2°C.
5. Preparati solufia de spalare (R2).
6. Preparati solutia de conjugat (R7).

7. Indepartati folia adeziva, efectuali 3 cicluri de spalare.

Condi;iile optime de spalare se realizeaza cu spélatoarele de microplaci PW40, PW41 sau 1575
de la Bio-Rad, utilizand programul TSE 3. '
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Nu Iésa;i’[’}mj oplaca goald mai mult de 5 minute dupa ultimul ciclu de spélare. Uscati bine
baretele print jpversiunea pe o hartie de filtru absorbanta inainte de a {rece la urmatoarea etapa.

- fﬂ{reparati solutia de revelare enzimatica (R8 + R9).

1. Indepartati folia adeziva, efectuati 5 cicluri de spalare.

Conditiile optime de spalare se realizeaza prin folosirea spalatoarelor de microplaci PW40, PW41
sau 1575 de la Bio-Rad cu programul TSE 5.

Nu lasati microplaca goald mai mult de 5 min dupa ultimul ciclu de spalare. Inainte de a trece la
etapa urmatoare, scurgeti bine baretele prin ristumare deasupra unei hartii de filtru absorbante.

12. Addugati 100 ul (+ 10%) de solufie de revelare (R8+ R9) in fiecare godeu si incubati
microplaca la intuneric si la temperatura camerei (de la +18°C la +30°C) timp de 30 min + 5
min. Nu utilizai folie adeziva pe durata acestei incubiri.

13. Adaugati 100 pl (+ 10%) de solulie de stopare (R10) in fiecare godeu in conformitate cu
aceeasi secventa si in acelasi ritm de distributie cu cele realizate in etapa sclutiei de revelare.

14, Stergeti fundul placilor si determinati densitatea optica la 450 nm - 620 nm (modul bicromatic)

in maxim 30 minute de Ja stoparea reactiei(baretele trebuie protejate intotdeauna de
expunerea la lumina inainte de citire)




Parametrii de spalare a microplacilor
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2-7

13

CALCUE L SI INTERPRETAREA REZULTATELOR

densitatii optice medii (DO) la controlul negativ
DO R3 = media celor 4 valori ale DO citite n godeurile R3

2) Calculul valorii de cut-off (prag)
Valoarea de prag este egala cu: DO R3 + 0,210

Exemplu : ’
DO R3 =0,020

Valoarea prag = 0,020 + 0,210 = 0,230

3) Conditiile de validare ale testului
* Controlul negativ (R3):
a) Validarea valorilor individuaie ale controlului negativ:
Densitatea optica a fiecarui godeu de control negativ trebuie sa fie mai mica de 0,150.
Cu toate acestea, se poate elimina cel mult o valoare aberanti dacs densitatea optica este mai
mare sau egala cu 0,150.
Testul trebuie repetat daca mai mult de o valoare a controlului negativ depaseste aceasta limita.

b) Omogenitatea valorilor controlului negativ:

Calculati media controalelor negative cu valorile individuale rimase.

Valorile ce depasesc media controalelor negative cu + 40% (DO R3 + 40%) trebuie eliminate.

- Dacéd o valoare individuala este eliminata la punctul a), se mai poate elimina inca o valoare
individuala la punctul b).

- Daca nu s-a eliminat nici o valoare a centrolului negativ [a punctul a), se pot elimina maxim
doua valori la punctul b).

Testarea trebuie repetatd dacé mai mult de doua valori ale controlului negativ sunt eliminate
[conform criteriilor a)+b)). ‘

* Controlul pozitiv (R4): :
Media densitatilor optice obtinute: pentru controlul pozitiv (DO R4) trebuie s& fie rnai rare sau
egald cu 1,000.
Testul trebuie repetat dacd media densitatilor optice ale controlului pozitiv (DO R4) este.strict mai
mic& decéat 1,000. '

4) Interpretarea rezultatelor:

Probele ale cdror densitati optice sunt mai mici decat valoarea de prag se considera negative
conform instructiunilor trusei TeSeE™ SAP Combi.

Totusi, rezultatele situate chiar sub valoarea prag (valoarea de cut-off -10%) trebuie interpretate
cu prudenta, iar probele corespunzitoare trebuie retestate in duplicat, pornind de la omogenatul
original.

Egantioanele ale caror densitati optice sunt mai mari sau egale cu valoarea de prag sunt
considerate ca fiind initial reactive conform instructiunilor trusei TeSeE™ SAP Combi si trebuie
retestate in duplicat pomind de la omogenatul original, inainte de interpretarea finala.

Dupa repetarea testarii, proba se clasifici ca fiind pozitiva in conformitate cu instructiunile trusei
TeSeE™ SAP Combi atunci cand cel putin una din cele 2 masuratori este pozitiva(mai mare sau
egala cu valoarea de prag). O proba este considerata ca fiind negativa in conformitate
instructiunilor trusei TeSeE™ SAP Combidaca cele doua valori sunt mai mici decat valoarea de
prag. - .

E§agntioanele retestate in duplicat si gésite ca fiind negative in conformitate cu instructiunile trusei
TeSeE™ SAP Combi, dar pentru care una din cele 2 valori este apropiata de valoarea de prag
(valoarea de prag -10%) trebuie interpretate cu prudenta. '




2-8 LIMITELE TESTULUI

Dificuitati pot aparea in timpul etapei de omogenizare atunci cand utilizati probe deshidratate sau
tesuturi periferice. Daca este necesar, etapa de omogenizare (etapa nr. 2 din protocolul de lucru)
ar putea necesita repetarea de mai rnulte ori pentru acest tip de probe.

Un rezultat negativ inseamnd ca proba testata nu contine PrPS® detectabila prin testarea cu trusa
TeSeE™ SAP Combi. Totusi, deoarece este posibil ca nivelele foarte scazute de PrPS¢ s3 nu
poata fi detectate, un rezultat negativ nu poate exclude definitiv posibilitatea unei infectii.

Orice proba cu un rezulat pozitiv reproductibil In conformitate cu criteriile de interpretare ale
testului trebuie confirmat in concordanta cu laboratorul national de referinta pentru ESBe din tara

respectiva sau cu laboratorul cernunitar de referinta in circumstante exceptionale.

3 - MATERIALE NECESARE NEINCLUSE iN TRUSA

* Apa distilatd sau apa ultrapura.

» Hipoclorit de sodiu 20 000 ppm (concentratie finald) si solutie de hidroxid de sodiu 1M (concentratie
finald).

» Hartie absorbanta.

e Manusi de unica folosinta.

» Ochelari de protectie sau masci cu viziera.

Etapa de purificare:

 Microtuburi de 2 ml de polipropilena cu capace si stativ pentru tuburi corespunzitor.

Pipete reglabile automate sau semiautomate apte sa pipeteze volume de la 20 ul la 500 pL.
Omogenizator de tesuturi: Ribolyser®, TeSeE™ PRECESS 24™ sau TeSeE™ PRECESS 48 ™ *
Centrifuga* adaptata pentru microtuburile folosite.

Un incubator uscat* pentru microtuburi termostatat la 37°C + 2°C $i un al doilea termobioc* termostat
ta 100°C + 5°C,

Pentru purificarea semiautomata a probei: Sistemul TeSeE™ NSP.

Etapa de detectie:

» Pipete automate sau semiautomate reglabile sau fixe apte pentru distributia de 50ul, 100ul, 200u! si
1000 pl

e Tuburi de testare gradate de 10 ml, 20 ml $i 100 ml.

Containere pentru deseuri contaminate.

Incubator pentru microplaci termostatat la 37°C + 2°C.

Camera frigorifica pt temperaturi de la +2°C la +8°C.

Spalator* de micropldci automat sau semiautomat.

Cititor de microplaci* (echipat cu filtre de 450 nm si 620 nm).

Cititor de microplaci* pentru automatizarea etapelor protocolului de lucru. Performantele sistemului
trebuie sa corespunda cerinfelor din protocolul de testare. '

* Contactafi Bio-Rad pentru lista instrumentelor disponibile.

4 - PRECAUTII

Calitatea rezultatelor depinde de respectarea urmatoarelor bune practici de laborator :
e Reactivii trebuie pastrati intre +2°C si +8°C.
* Nu folositi reactivi expirati.
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tia reconstituitd si pastratd la ternperatura camerei de proteinaza K (intre +18°C si +

i mult de 6 ore.

i reactivii proveniti din loturi diferite de truse TeSeE™ SAP Combi in timpul aceleeasi

, u exceptia reactivilor generici: solutie de spalare (R2), diluant de probe (R6), tamponul

\\ substra}i:/ e peroxidazd (R8), cromogen (R9), solutie de stopare (R10), tuburi de omogenizare,
~=__reactiv A si reactiv B.

» Solutia de spalare (R2), diluantul de probe (R6), tamponul substrat de peroxidaza (R8), cromogenul
(R9), solutia de stopare (R10) si tuburile de omogenizare se pot folosi cu toate trusele din gama
TeSeE™ (procedurile ovine/caprine TeSeE™, TeSeE™ SAP si TeSeE™).

» Lasati reactivii sd ajunga la temperatura camerei (intre +18°C si +30°C) timp de 30 minute inainte

de utilizare.

Reconstituiti complet reactivii, evitand orice posibilitate de contaminare.

Nu efectuati testarea in prezenta vaporilor reactivi (acizi, baze, aldehide) sau a prafului, deoarece ar

putea altera activitatea enzimatica a conjugatului.

Folositi numai tuburi de polipropilena.

Utilizati sticlarie spalata foarte bine, clatita in apa distilata, sau preferabil materiale de unic3 folosinta.

Nu lasati microplaca mai mult de 5 minute intre sfarsitul etapei de spélare si distributia reactivilor.

Reactia enzimatica este foarte sensibila la contactul cu toate metalele sau ionii metalici. Prin urmare,

nici un element metalic nu trebuie sa intre in contact cu diversele solutii de conjugat sau de substrat.

Solufia de revelare (substrat tampon + cromogen) trebuie s3 fie incolore. Aparitia unei coloratii Ia

cateva minute dupa reconstituire indica faptul ca reactivul nu poate sa fi folosit si trebuie inlocuit.

Solutia de revelare trebuie sa fie preparata de preferinta utilizand recipiente de plastic de unica

folosinta si material de distributie sau sticlarie spalate in prealabil in acid clorhidric 1 N, clatite

temeinic in apa distilata i perfect uscate. Pastrati solufia de revelare ferita de lumina.

Schimbati varfurile de pipeta pentru fiecare proba.

Spalarea godeurilor reprezinta o etapa esentiala a protocolului de lucru: respectati numarul de cicluri

de spalare recomandat si asigurati-va ca toate godeurile sa fie umplute complet, apoi golite complet.

O spalare inadecvata poate genera rezultate incorecte.

Nu folositi niciodata acelasi recipient si aceeasi pipeta pentru distributia conjugatului si a solutiei de
revelare.

5 - MASURI DE IGIENA S| PROTECTIA MUNCII

in general, masurile de igiend, de biosecuritate si bunele practici de laborator trebuie sa fie in
conformitate cu recomandarile autoritatii nationale ale fiecirei tari.

Tofi reactivii trusei sunt destinati exclusiv diagnosticului in vitro.

e Purtati manusi de unica folosin{d la manipularea reactivilor si a probelor si spalati-va mainile foarte
bine dupa manipularea acestora.

e Nu pipetati cu gura.

» Utilizati recipiente de polipropilena pentru evitarea ranirii cu sticlarie sparta.

* Toate materialele ce vine in contact direct cu probele $i cu solutia de spdlare trebuie considerate ca
fiind materiale contaminate.

» Evitati stropirea cu probe sau cu solutii ce contin probe de testat.

» Suprafetele contaminate trebuie curafate cu solutie de hipoclorit de sodiu 20000 ppm (clor). Atunci
cand lichidul de contaminare este un acid, suprafetele contaminate trebuie mai intai neutralizate cu
hidroxid de sodiu inainte de utilizarea clorulului. Suprafetele trebuie clatite cu apa distilata, uscate cu
etanol si sterse cu hartie absorbanta. Materialele folosite la curdfenie trebuie aruncate intr-un
container special pentru deseuri contaminate.

e Probele, materialul si produsele contaminate trebuie eliminate dupa decontaminare:

- fie prin‘scufundare in hidroxid de sodiu 1M (concentratie finala) timp de 1 ora la temperatura .
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camerei(intre +18°C si + 30°C). '

- fie prin scufundare 7n solutie de hipoclorit de sodiu 20000 ppmtimp de 1 ord la tempégtura camerei
(intre +18°C si + 30°C). N

- sau prin autoclavare la minim 134°C cel putin 18 minute, la presiune 3 bari,

Nota: Nu se supun autoclavarii solutiile ce contin hipoclorit de sodiu sau reactiv B.

Toate operatiunile implicate in realizarea testarii pentru determinarea unei encefalopatii spongiforme
transmisibile (EST) sunt obiectul unor reglementari $i trebuie efectuate intr-un laborator izolat, in
care accesul este limitat si controlat, destinat in exclusivitate acestei activitati. Sunt necesare un
halat, botosi de plastic, manusi, o masca cu vizierd sau una simpla cu ochelari de protectie pentru
asigurarea protectiei operatorului.

Operatorii trebuie sa fie instruiti in mod special asupra riscului corelat cu agentii EST sau a prionilor
si asupra modalitatilor de decontaminare validate pentru agentii neconventionali. Masurile de
biosecuritate trebuie s& fie conforme cu recomandirile autoritdtii nationale responsabile ale tarii
respective.

Evitali orice contact al pielii sau mucoaselor cu tamponul substrat, cromogenul si solutia de stopare.
Neutralizai si/sau autoclavati toate solutiile de spalare sau deseurile rezultate in urma spalarii sau
orice lichid ce contine probele biologice inainte de eliminarea acestora.

Pentru recomandari privind pericolele si masurile de precautie referitoare la acest kit de testare, va
rugam sa tineti cont de pictogramele regasite pe etichetele reactivilor si de informatiile furnizate la

sfarsitul instructiunilor de utilizare a documentului. Fisa tehnica de siguranta se regaseste pe
www.bio-rad.com. ‘
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Seringa de prelevare cod &\551 175
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‘\\k

METODA DE PRELEVARE A PROBELOR PENTRU TESTELE BlIO-RAD DE
SCREENING EST
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1 — GENERALITATI

\

Testele de screening Bio-Rad TSE se realizeaza pe o proba de 350 + 40 mg de tesut nervos central
(SNC). Regiunea anatomica specifica pentru detectia PrPS° la animalele infectate este trunchiul cerebral,

mai exact in regiunea nucleului nervului vag, in zona obexuiui. Aceasta este regiunea trunchiului
cerebral in care PrPS¢are cea mai mare concentratie.

Creier

Regiune de
prelevare

(din dreapta
sau din stanga)

Obex

Sira spinarii

Sectiune a trunchiului cerebral la nivelul obexului reprezentand situsurile
tintd pentru diagnosticul histopatologic si imunohistochimic in ESB
(nucleul tractului solitar [ 1] si nucleul tractului V/ trigeminal [2]) si in
scrapie (nucleul dorsal al nervului vag [3]). (Sursa: OIE ~ Manualul de
Teste de Diagnostic si Vaccinuri pentru Animale Terestre)

1 - 1 Prelevarea probelor la abator

Trunchiul cerebral se preleveaza usor $i repede cu ajutorul unui instrument corespunzator sau a uneij
linguri de recoltare a probelor, prin foramenul occipital, fara deschiderea cavitatii craniene.
s " - e . ‘ o e

H j ¥ 4. i ~

x

NERMAT ¥ 7 o
Prelevarea probelor folosind lingura de prelevare Bio-Rad
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dntregul trurighi cerebral se trimite Ia laborator pentru testare asigurandu-se respectarea masurilor de
\ibiosecurig € recomandate de autoritatile de reglementare din fiecare tara. In laborator, cantitatea
decvata de material cerebral se va tdia (cu un bisturiu,...) din regiunea obexului sau recoltarea cu
seringa de prelevare Bio-Rad sample syringe (cod: 3551175) ce face posibila recoltarea cantitatii
necesare din aria recomandata, rapid si sigur, f3ra nici un risc de ranire prin taiere.

In cele ce urmeaza este descnsa procedura propriu-zisa de colectare a probelor din regiunea obexului
folosind seringa de prelevare Bio-Rad, far3 a deteriora tesutul prelevat.

2 ~ SERINGA DE PRELEVARE PROBE BIO-RAD

Seringa de prelevare probe Bio-Rad este alcatuits dintr-un piston de culoare verde i un corp de seringa
transparent. Corpul seringii este gradat prin serii de forme geometrice (1 > ).

Gradatii (negre) Lama de taiere
' i Y
C__ﬂ =® Bio-Rad D l D D I D D ]D

containerul (corpul) seringii
(transparent)

Piston { verde )

3 - CANTITATEA DE PROBA NECESARA TESTARII
Masa de proba recoltata trebuie sa ocupe spafiul dintre doud simboluri de aceeasi forma ceea ce

corespunde unei mase (m) de 350 +/- 40 mg.

m m
i~ - - -

e >

€ _ > - >

4 - MODUL DE LUCRU

* Luati o seringd de prelevare si trageti in afard pistonul verde pana la aproximativ 1 cm de garda
corpului seringii, apoi impingeti pistonul inapoi in pozifia de baza.

* Apucati ferm trunchiul cerebral cu o man4, folosind o bucati de folie de unica folosintd (de exemplu
0 bucata de pungé de plastic, ménusa, etc.) pentru evitarea posibilelor contaminari ale probelor intre
ele. Capatul terminal al trunchiului cerebral trebuie si ramana accesibil. Daca trunchiul cerebral
primit are maduva prea lung&, operatorul trebuie s3 o scurteze. Persoanele care efectueaza
prelevarile trebuie instruite corespunzator in legatura cu localizarea precisd a zonei de interes pentru
prelevare, .

= Folosili cealaltd mana pentru a plasa capétul deschis al seringii de prelevare in partea dreapta sau in
partea stanga a capatului caudal al trunchiului cerebral, R
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Nota: dupa recoltarea probei, o semisectiune completd a trunchiului carebral cu o regiune
intacta de obex trebuie sd rimana disponibild pentru testarea de confirma)g.

Introduceti treptat corpul seringii in trunchiul cerebral in timp ce {ineti nemiscat pistonul verde (relativ
la trunchiul cerebral).

Notd: Pe durata colectirii probei din regiunea obexului, aveti grija ca corpul seringii si
rdmana in zona selectata pentru prelevare din trunchiul cerebral.

&4 lhi e
RUR A4 el SRR
N 5

-
g R

Opriti aceasta migcare atunci cand capatul corpului seringii a atins limita superioara a zonei de
prelevare.

Taiafi miezul probei prin rasucirea corpului seringii cu o tura completa.

Scoateli incet seringa de prelevare din trunchiul cerebral, avand grija s& nu deteriorati {esuturile din
jur. Trunchiul cerebral rdmas poate fi reintrodus in containerul sdu original.

Verificafi dacd sunt bule de aer in portiunea de proba recoltatd. La nevoie, comprimati proba
inchizénd capatul corpului seringii i presand cu pistonul verde pana la eliminarea bulelor de aer. In
acelasi timp asigurati-va c& nu se pierde tesutul limitrof deschiderii corpului seringii.

Tinand astupat capatul corpului seringii, deplasati pistonul verde pana la cel mai apropiat
simbol marcat pe corpul seringii.

Verificati daca proba prelevata acopera cel putin o zona “m”corespunzitoare, asa cum este descrisa
in capitolul anterior al acestui document (masa de proba necesar testarii).

Luali un tub de omogenizare si indepartati capacul, iar cu seringa de prelevare impingeti cu grija
pistonul verde pana la urmatorul simbol identic pentru a va asigura ca este dispersata cantitatea
corecta de tesut (‘m") in tubul de omogenizare. Reamintiti-vd ¢a miscarea pistonului trebuie si

atinga pozitia corespunzatoare urmétorului simbol, asa cum este indicat in “Masa de proba necesara
testarii”.




. :
\',\'/\/

o 3

- “‘Téi@i‘ﬁﬁgﬁul ce proba prin princecrea capatului seringii de prelevare pe marginea interioara a tubului
., @€ omuogenizare. ‘ '
0 NBd 2

J‘YD‘R”-E"T . »'l’// . - . . .o . 3 . 3 . ~ .
===__Probele de calitate proasta trebuie fie dicecate sau daca prezintd un grad avansat de autoliza trebuie
pipetate.

Portiunea nefolositd din miezul de probéa se poate pastra prin introducerea seringii de prelevare cu
totul in containerul original in care réimane sirestul de trunchi cerebral.

5 - PRECAUTII/ SFATURI UTILE

Ca in cazul oricirui dispozitiv de pipetare, Bio-Rad recomandi ca operatorii ce folosesc seringi
de prelevare si fie monitotizati periodic, pentru un numar semnificativ statistic de probe
prelevate, asigurind in acest fel reproductibilitatea maselor de tesut prelevate.

Seringile de prelevare sunt de unica utilizare si apoi trebuie aruncate pentru a preveni contaminarea
incrucigaté a probelor. S '

Proba trebuie prelevatd cu toat precautile necesare pentru reducerea la minim a riscului de
contaminare a operatorilor. C ' '

Seringile folosite se arunca dupa ce au fost decontaminate (consultati Masurile delgiena si Sanatate a
muncii). '

Daca proba prelevatd nu'umple intreg corpul seringii in ciuda respectérii procedeului corect de
prelevare, este recomandabil s3 se cantareasca proba.

6 — MASURI DE IGIENA SI PROTECTIA MUNCII

Conditiiie de igiena, méasurile de biosecuritate si bunele practici de laborator trebuie fie in conformitate cu
recomandarile autoritatii de reglementare din fiecare tara.

Seringa de prelevare este destinata in exclusivitate procedurilor de diagnostic “in vitro”.

Purtati manusi de unica folosinta la manipularea reactivilor si a probelor, si spélati-va temeinic mainile
dupa manipularea acestora.

Orice echiparnent care a venit in contact direct cu probele trebuie considerat ca fiind contaminat.

Suprafetele contaminate trebuie curdtate cu solutie de hipoclorit de sodiu 20000 ppm. Atunci cand
lichidul de contaminare este un acid, suprafetele contaminate trebuie neutralizate cu hidroxid de sodiu
inainte de a le decontamina cu hipoclorit de sodiu. Suprafefele trebuie clatite cu apa distilata, uscate cu

etanol si sterse cu hartie absorbanta. Materialele folosite la curatenie trebuie aruncate in containerul
special de deseuri contaminate.

Probele, echipamentul si produsele contaminate trebuie aruncate dupa decontaminare utilizand una din
urmatoarele metode:

- prin scufundare in hidroxid de sodiu 1 M (concentratie finald) timp de 1 ord la temperatura camerei
(intre +18°C si +30°C).

- prin scufundare in solutie de hipoclorit de sodiu 20000 ppm timp de 1 ora la temperatura camerei
(intre +18°C si +30°C).

- prin autoclavare la o temperatura de cel putin 134°C timp de minim 18 minute, la presiune de 3
bari.

- Nota: Solutiile ce contin clor nu se autoclaveazi.
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Toli operatorii ce participd la testérile de screening pentru encefalopatiile spongiforme transmisibile
(EST) se supun masurilor de securitate Iccale in vigoare si trebuie efectuate in iaboratoare izolate, cu
acces limitat si controlat, dedicate in exciusivitate acestui tip de activitate. Sunt necesare -un halat de
laborator sau salopeta, botosi de plastic peste incélidminte, doud perechi de manusi, masca cu viziera
sau masca simpla cu ocfielari de proteciie peritru a asigura protectia operatorului,

Operatorii trebuie sd primeasca un instructaj specific cu privire la riscul asociat agentilor EST sau a

prionilor, dar si asupra metodelor de decontaminare validate pentru agentii neconventionali. M&surile de
biosecuritate {rebuie s& respecte recomandarile autoritatii de reglementare din tara vizata.
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“ Protocolul Scurt
/192 REF| 3551186
/384 REF| 3551192

768 [REF| 3551191

REACTIVI PENTRU PURIFICAREA $I DETECTIA IN VITRO A
Prpsc

Maladia Cronica Casectizanta
(Cerb/Elan — Obex si Ganglioni Limfatici)

Acest document contine informatii specifice despre testarea probelor provenite de la cervide.

Pentru protocolul complet, consultati instructiunile de utilizare ale trusei TeSeE™ SAP
Combi.
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N\ GENERALITATI

Maladia cronica casectizanta (MCC) este o boala lenta degenerativa a sistemului
‘nervos central in cazul cerbilor si elanilor, indusa de un prion anormal.

Confirmarea diagnosticului se bazeaza pe evidentierea leziunilor caracteristice la
nivelul sistemului nervos central detectate prin examen histopatologic postmortem
(vacuolizare neuronala si pierdere de tesut nervos, proliferarea astrocitelor,
spongioza) si identificarea proteinei anormale PrPS°in urma tratarii prelevatelor cu
proteinaza K.

Exista tot mai multe informatii care demonstreaza acumularea prionilor anormali in

obex si ganglioni limfatici retrofaringieni la cerbul-catar, cerbul cu coada alba si la
elan.

Testarea se realizeaza cu reactivii si materialele accesorii urmatoare:

- Trusa TeSeE™ SAP Combi (192 testari) cod: 3551186
- Trusa TeSeE™ SAP Combi (384 testari) cod: 3551192
- Trusa TeSeE™ Combi (768 testari) cod: 3551191
- Tuburi de omogenizare (384 tuburi) cod: 3551139
- Tuburi de omogenizare (768 tuburi) cod: 3551137
- Seringi si ace de calibrare (x 200) cod: 3551174
sau Placi filtrante (x 50) cod: 3551179
- Microplaci cu godeuri adanci (x 50) cod: 3590132
- Sfere medii (x 2000) cod: 3551171*

*Doar pentru tesuturi periferice

2 — Trusa TeSeE™ SAP Combi

2-1 PRINCIPIUL

2-2 PRELEVATELE (PROBELE BIOLOGICE)

Reactivii trusei TeSeE™ SAP Combi permit purificarea, concentrarea, solubilizarea si detectia
PrP3¢ din esantioane de tesut nervos prelevat de la animalele infectate.

Trusa de detectie TeSeE™ SAP este conceputd pe baza unei tehnici imuno-enzimatice (in
format sandvig) ce foloseste 2 anticorpi monoclonali pentru detectia proteinei prionice
anormale, rezistenta la proteinaza K, in tesuturile prelevate de la animale infectate.

Faza solida consta in 12 barete a cate 8 godeuri de polistiren captusite cu primul anticorp
monoclonal. Al doilea anticorp monocional este cuplat cu peroxidaza.




Purificarea PrPS¢ se efectueaza din probe din obex sau ganglioni limfatici retrofaringieni.

§
Y

Daca purificarea se face in urmatoarele 24 de ore, esantioanele vor fi pistraterintre +2°C si
+8°C sau se vor congela la -20°C daca se doreste pastrarea lor pe d rata a- cateva luni.
Esantioanele nu se vor congela/decongela mai mult de 3 ori. In caz de necesitate de

transport, esantioanele trebuie ambalate in conformitate cu reglementarile nationale in
vigoare.

2-6 MODUL DE LUCRU

Pentru metoda semi-automata a protocolului de purificare, va rugam sa consultati manualul
de utilizare a sistemului TeSeE™ NSP.

Procedeul de lucru manual :

1. Prelevarea probelor:

- Pentru esantioane de obex, prelevati o cantitate de 350 + 40 mg de tesut nervos.

- Pentru esantioane de ganglioni limfatici retrofaringieni, inainte de a introduce proba in
tubul de omogenizare, introduceti o sfera medie (cod : 3551171). Prelevati o cantitate de
200 mg = 20 mg de tesut din 2-3 zone diferite ale cortexului extern al ganglionului limfatic.

Taiati tesutul in 2-3 bucati mai mici inainte de a-| introduce in tubul de omogenizare. Strangeti

bine capacul si treceti la etapa de omogenizare.

2. Omogenizarea probelor:
Nota: Nu se poate utiliza omogenizatorul TeSeE™ Precess 24™ atunci cand se
foloseste o sfera medie pentru omogenizarea probei din ganglioni limfatici, deoarece
exista riscul unor scurgeri de esantion.

Plasati tuburile pe suportul circular al omogenizatorului (sistemul Ribolyser® TeSeE™
PRECESS 24™ sau TeSeE™ PRECESS 48™). In cazul Ryboliser-ului, recurgeti la 2
cicluri de agitare utilizand parametrii instrumentului mentionati in tabelul de mai jos. Pentru
TeSeE™ Precess 48™ alegeti Programul 2 dupa cum urmeaza:

Obex Ganglioni Limfatici

Ribolyser® |TeSeE™ PRECESS 48™ | Ribolyser® |TeSeE™ PRECESS 48™
TeSeE™ PRECESS 24™

Timp (sec.) 45 45

Viteza 6.5 6.5

Numar 2 N/A 2 N/A
Program - Program 1 - Program 2

Daca omogenizarea este insuficientd, mai puteti efectua alte 1-2 cicluri suplimentare de
agitare. In orice caz, temperatura tubului trebuie sa revina la temperatura ambianta (intre
+18°C si +30°C) intre fiecare ciclu, prin mentinerea tuburilor pe gheata pisata. Lasati 5 minute
pauza intre fiecare ciclu de agitare pentru a permite aparatului sa se raceasca.

CALCULUL SI INTERPRETAREA REZULTATELOR

1) Calculul mediei densitatilor optice (DO) la controlul negativ -
DO R3 = media celor 4 valori ale DO citite in godeurile R3
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‘ _é') Calculul valorii cut-off (prag)
=" Valoarea prag este egala cu: DO R3 + 0,110

Oy Exemplu :
DO R3 = 0,020
~ Valoarea prag = 0,020 + 0,110 = 0,130

3) Conditiile de validare a testului

* Controlul negativ (R3):
a) Validarea valorilor individuale ale controlului negativ:
Densitatea optica a fiecarui godeu de control negativ trebuie sa fie mai mica de 0,150.

Cu toate acestea, se poate elimina cel mult o valoare aberant3 daca densitatea optica este
mai mare sau egala cu 0,150.

Testul trebuie repetat daca mai mult de o valoare a controlului negativ depaseste aceasta

limita.
b) Omogenitatea valorilor controlului negativ:
Calculati absorbtia medie a controalelor negative cu valorile individuale valide ramase.
Valoarea individuala ce depaseste media controalelor negative cu + 40% (DO R3 + 40%)
trebuie eliminata.
-Daca s-a eliminat o valoare individuala la punctul a), se mai poate elimina inca o valoare la
punctul b).
-Daca nu s-a eliminat nici o valoare la punctul a), se pot elimina maxim doua valori la punctul
b).

Testarea trebuie repetatd dacad mai mult de doua valori ale controlului negativ au fost
eliminate [conform criteriilor a)+b)].

* Controlul pozitiv (R4):
Media densitatilor optice obtinute pentru controlul pozitiv (DO R4) trebuie s fie mai mare sau
egala cu 1,000.

Testarea trebuie repetata daca media densitatilor optice pentru controlul pozitiv (DO R4) este
mai mica decét 1,000.

4) Interpretarea rezultatelor:

Probele ale caror densitati optice sunt mai mici decat valoarea prag (cut-off), se considera a fi
negative conform instructiunilor trusei TeSeE™ SAP.

Totusi rezultatele situate chiar sub valoarea prag (valoarea prag minus 10% din valoarea

prag) trebuie interpretate cu prudenta, iar probele corespunzatoare trebuie retestate in
duplicat, pornind de la omogenatul original.

Esantioanele ale caror densitati optice sunt mai mari sau egale cu valoarea prag sunt
considerate initial ca fiind reactive conform instructiunilor trusei TeSeE™ SA° Combi si trebuie
retestate in duplicat pornind de la omogenatul original, inainte de interpretarea finala.

Dupa repetarea testarii, esantionul se clasificid ca pozitiv in conformitate cu instructiunile
trusei TeSeE™ SAP daca cel putin una din masuratori este pozitiva la repetare (DO 2 valoarea
prag). Un esantion se va clasifica ca negativ in conformitate instructiunile trusei TeSeE™ SAP
daca aceste doua valori, la repetare, sunt mai mici decat valoarea prag.

Esantioanele retestate in duplicat si gasite ca fiind negative in conformitate cu instructiunile
trusei TeSeE™ SAP, dar pentru care una din cele doua valori este apropiatad de valoarea prag
(valoarea prag minus 10% din valoarea prag) trebuie interpretate cu prudenta.
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