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KIT DE REACTIVI PENTRU PURIFICAREA S| DETECTIA IN VITRO A
PrPSc LA BOVINE, OVINE, CAPRINE SI CERVIDEE

Acest test este aprobat in Uniunea Europeana ca test rapid in programele de testare a ESB si a
scrapiei la bovine, oi si capre, stabilite in conformitate cu Anexa lII, capitolul A al Reglementarii

(CE) Nr. 999/2001

Instructiunile actuale EURL TSE sugereaza doar utilizarea testele rapide EST pentru detectia MCC la
cervidee care au trecut prin validarile si aprobarile primite din parteaUSDA si/sau CFIA pentru utilizarea
pe tesut de la cervidee. Pentru masurile vizate in supravegherea cervideelor in statele member ale UE,
va rugdm sa consultati ghidurile EURL (Ghidurile Laboratorului European de Referinta pentru EST
pentru detectarea maladiei cronice cahectizante la cervidee, ftp://ftp.izsto.it/

EURL%20TSE/RAPID%20TESTS/Test%20protocols/).
Acest test kit a fost supus validarilor si a primit aprobarea USDA si CFIA pentru utilizarea de tesut de la

cervidee pentru detectarea bolii cronice cahectizante la cervidee.
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1 - GENERALITATI

Encefalopatill¢/ spongiforme transmisibile (EST) sunt maladii lente degenerative ale
si;stérﬁ'uluﬁ os central cauzate de agenti transmisibili neconventionali (ATNC),
. ~denumifidigiod curent prioni.
LIV wor
sheral, EST se clasifica dupa etiologie in EST iatrogene, familiale si/sau sporadice.
Scrapia ovinelor este cunoscutda incé din secolul al XVlll-lea, demonstrandu-se
caracterul sau transmisibil (inclusiv la caprine). Cu toate acestea, modalitatile de
contaminare a animalelor in turma raman putin cunoscute. EST s-au mai descris |a
caprioare si elan (maladia cronica casectizantd, MCC) si la bovine (encefalopatia
spongiforma bovina, ESB).

Si oamenii sunt susceptibili la anumite forme de EST. Exista dovezi convingatoare care
sustin transmiterea ESB de la bovine la om, probabil prin consumul de carne
contaminata.

in afara acestei variante noi a maladiei Creutzfeldt-Jakob (MCJv), alte forme intalnite la
oameni de EST sunt boala Kuru si maladia Creutzfeldt-Jakob iatrogena.

Formele ereditare pure (cum ar fi sindromul Gertsmann-Straussler-Scheinker [SGS))
si/sau MCJ sporadica au fost demonstrate la om, dar incidenta acestora este scazuta.
Nu se cunoaste dacé In regnul animal existd cazuri similare de EST sporadice.

Principalele trasaturi ale acestor maladii sunt urmatoarele:

> evolutia progresiva lenta, insa Intotdeauna fatala,

> absenta agentilor infectiosi clasici,

» acumularea progresiva, in sistemul nervos central, a unei izoforme anormale a
proteinei prionice naturale (PrP), denumita PrPSc. Aceasta izoforma se
caracterizeazd prin proprietati biochimice particulare si in special printr-o
rezisten{a crescuta la proteaze.

Perioada de incubare surprinzator de lungd ce precede simptomele neurologice
sugereaza ci in situsuri extranervoase si in special in tesuturile limfoide periferice pot
avea loc evenimente importante pentru patogenia EST.

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

PrPSc anormald a mai fost detectata si in anumite tesuturi limfoide si organe: in centrii
germinativi splenici, ganglionii 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, ca si la pacienti cu MCJv.

Reactivii propusi de CEA - “Commissariat a I'Energie Atomigque — (Comisariatul francez
pentru energie atomica), dezvoltati, produsi si comercializati de Bio-Rad, permit detectia
PrPSc din prelevate de tesuturi nervoase de origine animala.



. e e . . .. WNYo, 34 30 \60‘6\\5‘@(\
Testarea se realizeaza cu reactivii si materialele accesorii urmatoare'.k,.__\"ﬁvusc'w..-\ﬂ

- Trusa TeSeE™ SAP (192 testari) cod: 3551186

- Trusa TeSeE™ SAP (384 testari) cod: 3551192

- Trusa TeSeE™ (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 Seringi Spelling TSE + ace VITA(X200) cod : 12007909
sau Placi filtrante (x 50) cod: 3551179

- Micropléaci cu godeuri adanci (x 50) cod: 3590132

- Sfere medii (x 2000) cod: 3551171*

*Doar pentru tesuturi periferice

2 — Trusa TeSeE™ Combi

2-1 PRINCIPIUL

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

Trusa de detectie TeSeE™ este conceputa pe baza unei tehnici imuno-enzimatice (Tn format
sandvis) 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 invelite cu primul anticorp
monoclonal. Al doilea anticorp monoclonal este cuplat cu peroxidaza.

2-2 PRELEVATELE (PROBELE BIOLOGICE)

* Bovine : Purificarea PrP*¢ se efectueaza din esantioane recoltate de la nivelul sistemului

nervos central (SNC). Prelevarea trunchiului cerebral se realizeaza cu trusa de prelevare
BSE extraction tool (cod : 3551130).

Deoarece PrPS¢ are distributie eterogena in sistemul nervos central, pentru asigurarea detectiei

optime prelevarile trebuie facute cu precadere din obexul trunchiului cerebral.

Seringa de prelevare (cod: 3551175) permite prelevarea rapida si facila, de o maniera sigura, a

obexului. Pentru instructiuni detaliate si procedura usoara de prelevare va rugam sa consulitati

protocolul referitor la prelevare.

* Rumegatoare mici si cervide : Purificarea PrPS¢ se efectueaza din esantioane recoltate
de la nivelul sistemului nervos central (SNC) si/sau tesuturi periferice (ganglioni limfatici,
spling,...). Trusa de extractie pentru rumegéatoare mici (cod : 3551184) poate fi folosita
atat la prelevarea trunchiului cerebral cat si a cerebelului.

Deoarece PrP*¢ are distributie eterogena in sistemul nervos central, pentru asigurarea detectiei
optime, prelevarile trebuie facute cu precadere din obexul trunchiului cerebral.

Probele se si se cantaresc individual.

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

Daca purificarea se face in urméatoarele 24 de ore, esantioanele vor fi pastrate intre +2°C si
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4+8°C, sau se
se vor congeld/decongela mai mult de 3 ori.

\

trebuie ambalgte in conformitate cu reglementarile nationale in vigoare.

TRUSEI TeSeE™

r congela dacéa se doreste pastrarea lor pe durata a cateva luni. Esantioanele nu
in caz de necesitate de transport, esantioanele

L) M "
ETIE"FIE-‘FA-’/TIPUL REACTIVULUI PREZENTARE PASTRARE
3551186 3551192 3551191
(192 testari) (384 testari) (768 testari)
Reactiv A |Solutie denaturanta 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°C/+8°C
(55 ml) (120 ml) (240 ml)
Reactiv B |Solutie de clarificare 1 flacon 1 flacon 2 flacoane +2°C/+8°C
Colorant: albastru de bromfenol (55 ml) (120 ml) (120 ml)
Reactiv C |Tampon de resolubilizare 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°C/+8°C
Colorant: verde de malachit (7 ml) (14 mi) (28 ml)
PK Proteinaza K 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°C/+8°C
Colorant: rosu de fenol (0.5 mh) (0.5 ml) (0.5 ml)
R1 Microplaca: 12 barete de cate 8 2 placi 4 placi 8 placi +2°C/+8°C
godeuri sensibiizate cu un anticorp
monoclonal anti-PrP
R2 Solutie de spilare: Concentrat 10x de 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°C/+25°C
tampon Tris-NaCl pH 7,4. (250 mt) (250 mi) (250 mi)
Conservant: ProClin™ 300 (0,01%)
R3 Control (martor) negativ: Tampon 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°C/+8°C
TFS pH 7.2 suplimentat cu albumina (4 mi) (4 mi) (4 mi)
serica bovina (ASB).
Conservant: ProClin™ 300 (0,1%)
R4 Control (martor) pozitiv: Tampon TFS 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°C/+8°C
pH 7,4 suplimentat cu peptide de (9.5 4 ml) (9.s. 4 mi) (9.s. 4 mi)
sintezé neinfectioase, liofilizat.
Conservant: ProClin™ 300 (0,1%)
R6 Diluent de probe: Tampon TFS pH 7,2 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°Cl+8°C
suplimentat cu ASB si rosu de fenol. (35 mi) (70 mi) (140 mi)
Conservant: ProClin™ 300 (0,1%)
R7 Conjugat: Solutie concentrata 10x de 1 flacon 2 flacoane 4 flacoane +2°C/+8°C
anticorpi monoclonali anti-PrP marcati (2.8 ml) (2.8 ml) (2.8 m)
cu peroxidaza, in tampon TFS, pH 7.1
suplimentat cu proteine bovine i
colorata cu rosu de fenol. Conservant:
ProClin™ 300 (0,1%)
R8 Tampon substrat pentru peroxidaza: 1 flacon 1 flacon 2 flacoane +2°C/+8°C
Solutie de acid citric si acetat de sodiu (60 mi) (120 ml) (120 mi)
pH 4,0 ce contine 0,015% H202 si 4%
dimetil sulfoxid (DMSO)
RS Cromogen: Solutie de tetrametil 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°C/+8°C
benzidina (TMB) (5 mi) (10 ml) (20 mi)
R10 Solutie de stopare: Acid sulfuric 1 N 1 flacon 1 flacon 1 flacon +2°C/+8°C
(28 ml) (56 ml) (112 mi)
Folii adezive 8 12 16

Urmatorii reactivi sunt componente generice: Reactivul A, reactivul B, diluentu! de probe (R8), solutia de
spalare (R2), tamponul substrat pentru peroxidaza (R8), cromogenul (R9) si solutia de stopare (R10).
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Ele se pot folosi cu toate loturile de kituri TeSeE ™SAP. ““M’x#:;'iif‘“‘ o

2-4 PREPARAREA REACTIVILOR

Inainte de utilizare reactivii din trusele TeSeE SAP Combi trebuie lasati sa se echilibreze la
temperatura camerei (de la +18°C la +30°C) timp de 30 minute.

1 - Reactivi gata de utilizare

Reactivii A, B, C, controlul negativ (R3), diluentul de probe (R6) si solutia de stopare (R10) sunt
gata de utilizare.

Microplacile (R1):
lnainte de deschiderea ambalajului vidat ce contine o substan{d de deshidratare, lasati
microplaca sa ajunga la temperatura ambiantd (+18°C/+30°C) in ambalajul de protectie, cu
scopul preintampinarii condensarii apei in godeuri. Deschideti la punctul de sudura si
reintroduceti imediat baretele nefolosite in ambalaj.

Inchideti ermetic ambalajul, eliminand aerul din interior, apoi pastrati la 2°C - 8°C.

2 - Reactivi de preparat

Proteinaza K:

Reactivul A este tamponul de diluare a proteinazei K.

Solutia trebuie preparata dupa cum urmeaza (4 pl de proteinaza K in 1 ml de reactiv A):

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

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

Dupa reconstituire, omogenizati solutia prin rasturnarea de cateva ori a flaconului, pana la
obtinerea unei solutii omogene de culoare rosie.

Solutia de spalare (R2):
Diluati solutia de spalare R2 in proportie de 1/10 ori cu apa distilata sau apa ultrapura (de
exemplu 100 ml de reactiv R2 se dilueaza cu 900 ml de apa distilata).

Controlul pozitiv (R4):
Loviti de masa de laborator cu blandete flaconul cu controlul pozitiv (R4) n scopul desprinderii
substantei ce aderd eventual la dopul de cauciuc. Deschideti flaconul si dizolvati continutul



acestuia in 4 1
omogenizand

de diluent R6. Astupati la loc flaconul si lasati-l in asteptare timp de 1 minut,
licat din cand in cand pentru a favoriza dizolvarea.

R7 in proportie de 1/10 cu solutia de spalare proaspéat preparata (de exemplu:

activ R7 in 0,9 ml de solutie de spalare reconstituitd), tinand seama ca 1 ml de
gata de utilizare este suficient pentru 1 bareta. Omogenizati usor. Evitati folosirea
vortexului pentru omogenizare.

Solutia de developare enzimatica (R8 + R9):

Diluati reactivul R9 in proportie de 1/11 cu reactivul R8 (de exemplu: 0,1 ml de reactiv R9 cu 1 ml
de reactiv R8), tinand cont ca 1,1 ml de solutie de revelare enzimatica este suficient pentru 1
bareta. Omogenizati delicat. Evitati folosirea vortexului pentru omogenizare.

2-5 CONSERVARE $I VALABILITATE

Trusa TeSeE SAP Combi trebuie pastrata la o temperaturd cuprinsa intre +2°C si +8°C. Toti
reactivii sunt stabili la aceastd temperaturd pana la data indicatd pe truséd (inainte si dupa
deschiderea flacoanelor).

Dupa dilutie solutia de proteinaza K reconstituita pastrata la temperatura camerei (+18°C pana la
+30°C) trebuie utilizata in maxim 6 ore.

Valabilitatea reactivilor dupa reconstituire este urmatoarea:

ETICHETA REACTIVI VALABILITATE
R1 Microplaca in punga inchisad |1 lundla +2°C +8°C
ermetic

R2 Solutia de spalare diluata 24 de ore la temperatura ambianta (+18°C la +30°C)
2 saptamani la +2°C +8°C

R4 Control pozitiv reconstituit 2 ore la temperatura ambianta (+18°C +30°C)
4 ore la +2°C +8°C
6 luni la -20°C

Se recomanda sa divizati solutia reconstituita in alicote
de 0,5 ml si s4 le depozitati imediat la -20°C.

Nu congelati/decongelati mai muit de 3 ori.

R7 Solutia de conjugat 8 ore la temperatura ambianta (+18°C +30°C)
reconstituit (in solutia de
spalare diluata)

R8 + R9 [Solutia de revelare 6 ore la temperatura ambiant& (+18°C +30°C),
enzimatica obligatoriu la intuneric

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 probele prelevate de la nivelul obexului recoltati o cantitate de 350 +/- 40 mg
de tesut nervos.
* Pentru probele de noduli limfoizi retrofaringieni, introduceti o sferd medie inainte
de a introduce proba in tubul de omogenizare (cod : 3651171).
Recoltati 0 masa de 200 mg + 20 mg de tesut din 2-3 zone diferite din afara cortexului
nodulului limfoid. Taiati tesutul in 2-3 bucati mai mici.

Introduceti probele in tuburile de omogenizare. Inchideti bine tuburile si treceti la etapa de
omogenizare in omogenizator (sistemul Ribolyser® sau TeSeE™ PRECESS 24™ sau
Precellys Evolution system).

Nota : Urmariti concluziile raportate de catre EFSA ca Opinie stiintifica asupra bolii cronice -
cahectizante(ll), Panoul EFSA privind Pericolele Biologice(BIOHAZ), Jurnalul EFSA-
2018 ;16(1):5132, 59 pp., Laboratorul European de Referinta EURL recomanda in mod curent
ghidul EURL(Ghidul TSE EU Laboratorul de Referinta Reference Laboratory pentru detectia
bolii cronice cahectizante la cervide, ftp:/ftp.izsto.it/EURL%20TSE/RAPID%20TESTS/
Test%20protocols/) privind testarea atat a obexului cat si a nodulilor limfoizi retrofaringieni
pentru detectia CWD la cervide, pentru a maximiza sensibilitatea supravegherii. Pentru maoi
multe informatii, adresati-va Laboratorului National de Referinta.

* V& rugdm sa retineti ca in Germania trebuie intreprinse atéat testari individuale ale creierului,
cat si ale tesutului ganglionilor limfatici.

. Omogenizarea probelor:

Nota: Atunci cand pentru macinarea esantionului urmeaza sa fie utilizatd o perla medie,
TeSeE Precess 24 nu poatesa fie utilizat, deoarece este posibil s& apara scurgeri.

Plasati tuburile pe suportul circular al omogenizatorului. Efectuati un ciclu de agitare la
parametrii urmatori:

Tesut din obex Tesut din limfonoduti
Ribolyser | TeSeE™ Precess 48 Ribolyser TeSeE Precess 48
TeSeE™ Precess 24 Precellys Evolution
Precellys Evolution
Timp (sec.) 45 - 45 -
Viteza 6.5 - 6.5 -
Nr ciclurilor 2 N/A 2 N/A
Program - Program/ TSE 1 Program 2/TSE2

*Lasati 5 minute pauza intre fiecare ciclur de agitare pentru a permite aparatului sa se

raceasca.

Dacad omogenizarea este insuficientd, mai puteti efectua alte 1-2 cicluri suplimentare de
agitare. De asemenea temperatura tubului trebuie sa revina la temperatura ambianta (18°C -
30°C) intre fiecare ciclu. Acest lucru se poate realiza prin introducerea tuburilor in gheata
pisata.

3. Transferul probelor:

Scoateti tuburile de omogenizare din omogenizator, resuspendati continutul prin rasturnare
inainte de deschide tuburile.
Transferati omogenatul prin una din urmatoarele metode:
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{ N\* Metdda seringii de calibrare

Y ,vafi 250 pl cu ajutorul seringii de calibrare (cod : 3551174 sau Ref: 12007909), avand
gtija sé','s_ﬂ\i,t:pfundati acul seringii dedesubtul stratului de sfere ceramice, pentru a preintdmpina
\aspirared fragmentelor de tesut omogenizate necorespunzator.

%, - Trandférati fiecare portie de 250 pl intr-o eprubeta Eppendorf de 2 ml sau intr-o microplaca cu

&& J,C.J;gjdg,igﬁr{ adanci (cod : 3590132).

o 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 urmétoarele tehnici de filtrare.

- Tehnica de vid :

Potriviti placa cu godeuri adanci (cod: 3590132) (placa principald) in partea de jos a
dispozitivului de vid, asezati ghidajul dispozitivului si apoi placa filtrantd (cod : 3551179).
Prelevati cel putin 400ul (S 1000ul) cu un varf de 1000yl si transferati intr-un godeu al placii
filtrante (cod : 3551179), excludeti primele 6 pozitii (de la A1 la F1). Lipifi o folie de plastic
deasupra placii de filtrare. Setati manometrul de vid al pompei (cod : 3590350) la 25,4 cm Hg
(£2,5%). Comutati mecanismul pe pompa si verificati manometrul pentru un vid corect, apoi
deschideti valva dispozitivului pentru 1 min + 6 secunde. Inchideti valva, dezactivati pompa si
realizati vidul de la dispozitiv.

- Tehnica de centrifugare :

Transferati cel putin 400 pl (< 1000ul) cu un varf de 1000 pl in fiecare godeu al placii filtrante
(cod 3551179), intai montate pe o placa cu godeuri adanci (cod 3590132) (placa principala),
excludeti primele 6 pozitii (de la A1 la F1). Lipiti o folie de plastic deasupra placii de filtrare.
Centrifugati ansamblul (placa filtranta si placa cu godeuri adanci) pentru 1 min la 500 g. Aveti
grija s tineti placa filtrant& in siguranta, pe pozitie, pe placa cu godeuri adanci.

Nota : Centrifuga trebuie sa fie echipatd cu rotor pentru microplaci cu godeuri adanci (cod :
3590136) corespunzatoare centrifugii Eppendorf 5804R ( code: 3591396).

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

Nota: In aceasta etapa, omogenatele rdmase in tuburile de omogenizare, micro-tuburile si
placa cu godeuri adanci dupa transferul probelor pot fi pastrate inchise:

la temperatura la +2°C/+8°C (in la congelator la -20°C
ambianta (+18°C la gheata sau in timp de 1 an*
+30°C) timp de 8 ore | frigider) timp de 15
ore
Tuburi de DA DA DA
omogenizare sau
micro tuburi
Placa cu godeuri DA DA NU
adanci

*Esantioanele inghetate se dezgheata la temperatura ambianta (18°C - 30°C). Esantioanele
pot fi supuse la cel mult de 3 cicluri de congelare/decongelare. Inainte de repunerea in lucruy,
probele trebuie omogenizate intotdeauna prin rasturnare.
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4. Tratamentul cu proteinaza K (PK): W
Repartizati 250 ul (+ 10%) de solutie de PK diluata (vedeti paragraful 2.Wmicrotub
sau placa de purificare. Nu depasiti intervalul de 5 minute pentru distrubutia proteinazei K
reconstituite intre prima si ultima proba. Omogenizati imediat prin rasturnare de 10 ori tuburile
inchise bine sau placile cu godeuri adanci sigilate cu folie de aluminiu. Nu depasiti 2 minute
intre omogenizare si incubarea la 37°C.

Incubatila 37 + 2°C intr-o baie uscata termostatata (termobloc), timp de 10 1 minute.
Nota: Dacé utilizafi placd cu godeuri adénci, baia uscatéd termostatata (termoblocul) trebuie s&
fie echipata cu suport adaptat pentru astfel de pléci.

5. Precipitarea PrPS¢ cu reactivul B:
Scoateti microtuburile sau placa cu godeuri adanci din termobloc. Deschideti tuburile si
distribuiti 250 pl (+ 10%) de reactiv B in toate micro-tuburile sau in godeurile microplacii cu
godeuri adanci. Respectati aceeasi ordine de pipetare ca si in etapa 4. Nu depasiti intervalul
de 2 minute intre scoaterea din incubator si etapa de omogenizare cu reactivul B.
Omogenizarea se face in aceleasi conditii ca si in etapa 4.

6. Concentrarea PrP%¢ (centrifugare):

In cel mult 30 minute dup distribuirea si amestecarea reactivului B: centrifugati microtuburile
sau placa de purificare dup&a cum urmeaza :

Centrifugare Micro tuburi Placa cu godeuri adanci
Viteza (g) 20 000 15 000 2 000
Timp (mm) 5 7 10
Temperatura (°C) 20 20 4

Nota: Pentru placile cu godeuri adénci alocati 5 minute in plus la 37°C sau 10 minute in plus la
temperatura camerei (intre 18°C - 30°C) inainte de centrifugare.

7. Clarificarea probelor:

Eliminati supernatantul prin rasturnarea micro-tuburilor deasupra unui recipient de deseuri
biologice. Uscati bine microtuburile rasturnandu-le pe o hartie absorbanta timp de 5 minute.
Sau incarcati placa cu godeuri adanci pe unitatea DW40 (cod : 3590137). Selectati programul -
«TSE DW » si selectati numarul de barete care vor fi folosite. Placa cu godeuri adanci trebuie
sa fie uscata la sfarsitul procesului DWA40, prin rasturnarea placii pe hartie absorbanta timp de
5 minute.
Adaugati 25 pl ( 10%) de reactiv C In fiecare microtub sau godeu adanc.
Nu depasiti intervalul de 10 minute intre sfarsitul operatiei de uscare a tuburilor si repartitia
reactivului C.
Incubati imediat timp de 5 + 1 minute la 100°C + 5°C. Nu depasiti 2 minute intre adaugarea
reactivului C si inceputul incubdrii. Microplaca cu godeuri adanci nu trebuie sigilata in timpul
incubarii.
Nota: Daca utilizafi placa cu godeuri adénci, baia uscata termostatata (termoblocul) trebuie s4 fie
echipata cu suport adaptat pentru astfel de placi.
Scoateti microtuburile sau placa cu godeuri adanci din incubator si omogenizati-le la vortex (5 +
2 secunde).
Probele din micro tuburi sau placa cu godeuri adanci pot fi conservate 5 ore la 2°C - 8°C sau
congelate 72 de ore la -20°C. Probele congelate trebuie dezghetate la temperatura camerei 18°C
- 30°C) si omogenizate cu un vortex (5 + 2 secunde).

Probele purificate se dilueaza cu 125ul (+ 10%) reactiv R6. Probele diluate trebuie omogenizate
cu un vortex (5 sec. + 2 sec.) chiar inainte de distribuirea lor in placa (R1).
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arete necesare (R1) din ambalajul protector.
balaj baretele nefolosite impreuna cu materialul deshidratant si inchidet

»*

~ e i
"5~ Pentru fiecare serie de teste si fiecare microplaca pipetati 100 pl (£ 10%) de martor/probe 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 singlet.

4. Acoperiti placa cu folie adeziva si incubati timp de 30 min £ 2 min la 37°C = 2°C.

5. Preparati solutia de spalare (R2).

6. Preparati solutia de conjugat (R7).

7. Indepartati folia adeziva si efectuati 3 cicluri de spalare.

Conditiile optime de spalare se realizeaza cu spalatoarele de microplaci PW40, PW41 sau 1575
de la Bio-Rad, cu programul TSE 3. X

Nu lasati microplaca goald mai mult de 5 minute dupa ultimul ciclu de spélare. Inainte de a trece
la urmatoarea etapa, scurgeti bine baretele prin rasturnare pe o hartie absorbanta.

8. Adaugati 100 ul (x 10%) de solutie de conjugat (R7) in fiecare godeu.
9. Acoperiti cu folie adeziva si incubati 30 min £ 2 min la 2°C - 8°C.
10. Preparati solutia de revelare enzimatica (R8 + R9).

11. Indepartati folia adeziva si 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, uscati bine baretele prin rasturnare pe hartie absorbanta.

12. Adaugati 100 pl (= 10%) de solutie de revelare (R8 + R9) in fiecare godeu si lasati microplaca
la intuneric si la temperatura ambianta (18°C - 30°C) timp de 30 min £ 5 min. Nu acoperiti cu
folie adeziva pe durata acestei incubari.

13. Adugati 100 pl (£ 10%) de solutie de stopare (R10) in fiecare godeu, in aceeasi secventa si
in acelasi ritm de distributie cu cele realizate in etapa de pipetare a solutiei de revelare.

14. Stergeti bine fundul placii si cititi densitatile optice la 450 nm - 620 nm (mod bicromatic) in
maxim 30 minute de la stoparea reactiei enzimatice (baretele NU trebuie expuse la lumina
inainte de citire).
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L SI INTERPRETAREA REZULTATELOR

mediei densititilor optice (DO) la controlul negativ

Tz o DGR3 = media celor 4 valori ale DO citite in godeurile R3

" "3 Calculul valorii cut-off (prag)
2.1. Probe de la bovine si rumegatoare mici

Valoarea prag este egala cu: DO R3 + 0,210
Exemplu:

DO R3 =0,020

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

2.2. Probe de la cervide

Valoarea prag este egala cu: DOR3 + 0,110
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 negativ trebuie s fie mai mica de 0,150.
Cu toate acestea, se poate elimina cel mult o valoare aberanta daca aceasta este mai mare sau
egala cu 0,150.
Testul trebuie repetat dacd 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.

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

-Dac3 s-a eliminat o valoare la punctul a), se mai poate elimina inca o valoare la punctul b).
-Dac nu s-a eliminat nici o valoare la punctul a), se pot elimina maxim doué valori la punctul b).
Testarea trebuie repetatd daca 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 sa fie mai mare sau
egala cu 1,000.
Testarea trebuie repetata dacad media densitatilor optice obtinute pentru controlul pozitiv (DO R4)
este mai mica decat aceasta limita.

4) Interpretarea rezultatelor:

Probele ale caror densitati optice sunt mai mici decat valoarea prag (cut-off) se consider ca fiind
negative conform instructiunilor trusei TeSeE SAP.

Totusi, rezultatele situate chiar sub valoarea prag (valoarea prag -10%) trebuie interpretate cu
prudentd, 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

13
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considerate ca initial reactive conform cu instructiunile trusei TeSeE SAP si féﬁﬁi@mtestate in
duplicat pornind de la omogenatul original, inainte de interpretarea definitiva. h \‘*;;:_p

Dupa repetarea testéarii, esantionul se clasificad ca fiind pozitiv in conformitate cu instructiunile
trusei TeSeE SAP daca cel putin una din cele 2 masuratori este pozitivé(mai mare sau egala cu
valoarea prag). Proba se va clasifica ca fiind negativa in conformitate cu instructiunile trusei
TeSeE SAP atunci cand cele doua valori sunt mai mici decat valoarea prag.

Esantioanele retestate in duplicat si gasite negative in conformitate cu instructiunile trusei TeSeE
SAP, dar pentru care una din cele doua valori la repetare este apropiatd de valoarea prag

(valoarea prag - 10%) trebuie interpretate cu prudenta.
LIMITELE TESTULUI

Pot aparea dificultati la etapa de omogenizare in cazul in care folositi esantioane deshidratate
sau tesuturi periferice. Daca este necesar, pentru aceste tipuri de esantioane etapa de
omogenizare (etapa nr. 2 din protocolul de lucru) va trebui eventual repetatd de mai mulite ori.

Un rezultat negativ inseamna ca esantionul analizat nu contine PrPS¢ in cantitati detectabile la
testarea cu trusele TeSeE™ SAP Combi. Totusi, deoarece este posibil ca nivelele scazute de
PrPS¢ s& nu poata fi detectate, un rezultat negativ nu poate exclude definitiv posibilitatea unei
infectii.

Orice esantion care genereaza un rezultat pozitiv reproductibil in conformitate cu criteriile de
interpretare ale testului, trebuie confirmat in acord cu reglementarile in vigoare cu laboratorul
national de referin{d sau cu laboratorul comunitar de referinta in circumstante exceptionale.

MATERIALE NECESARE NEINCLUSE iN TRUSA

Apa distilatd sau apa ultrapura.

Hipoclorit de sodiu 20000 ppm (concentratie finald) si solutie de hidroxid de sodiu de 1M
(concentratie finala).

Hartie absorbanta.

Manusi de unica utilizare

Ochelari de protectie sau masca cu viziera.

Etapa de purificare:
Microtuburi de 2 mi de polipropilena, cu dop si stativ corespunzator.
Pipete reglabile automate sau semiautomate, pentru pipetare volume de la 20 la 500 ul
Omogenizator de tesuturi: Ribolyser TeSeE™ PRECESS 24 sau TeSeE™ PRECESS 48 sau
Precellys Evolution)
Centrifuga* adaptatd microtuburilor folosite.
Un incubator uscat termobloc* pentru microtuburi termostatat la 37°C + 2°C si un al doilea incubator
termostat la 100°C + 5°C.

Pentru purificarea semiautomata a probelor: sistemul TeSeE™ NSP.

Etapa de detectie:
Pipete fixe sau reglabile automate sau semiautomate, pentru pipetare 50, 100, 200 si 1000 ul.
Eprubete gradate de 10 ml, 20 ml si 100 m!.
Containere pentru deseuri contaminate.
Incubator pentru microplaci termostatat la 37°C + 2°C.
Camera rece de 2°C - 8°C.
Spalator* de microplaci automat sau semiautomat.



« Cititorde migrgp\\ci* (echipat cu filtre de 450 nm si 620 nm). '
« \;micﬁz&p ci* pentru automatizarea etapelor protocolului de lucru. Performantele sistemului
’ \_-,:séx\:éscptj‘ & cerintelor protocolului de testare.

.{ \‘:‘i//’/‘ i‘ o

N gonta Bio-Rad pentru lista instrumentelor disponibile.

o

T 3t €8

Calitatea rezultatelor depinde de respectarea bunelor practici de laborator, dupa cum urmeaza:

e Reactivii trebuie pastrati la 2°C - 8°C.

e Nu folositi reactivi expirati.

e Nu folositi solutie de proteinaza K reconstituita si pastrata la temperatura ambianta (+18°C + 30°C)
mai mult de 6 ore.

e Nu amestecati in aceesi serie de lucru reactivi din truse TeSeE SAP Combi din loturi diferite, cu
exceptia reactivilor generici: solutie de spalare (R2), diluent de probe (R6), substrat tamponat pentru
peroxidaza (R8), cromogen (R9), solutie de stopare (R10), tuburi de omogenizare, reactiv A si
reactiv B.

e Solutia de spalare (R2), diluentul de probe (R6), substratul tamponat pentru peroxidaza (R8),
cromogenul (R9), solutia de stopare (R10) si tuburile de omogenizare se pot folosi cu toate trusele
din gama TeSeE™ (TeSeE™ si TeSeE SAP si TeSeE ovine/caprine).

e Lasati reactivii s& revina la temperatura ambianta (+18°C - 30°C) timp de 30 minute inainte de
utilizare.

e Reconstituiti cu grij reactivii, evitand orice posibilitate de contaminare.

o Nu efectuati testarea in prezenta vaporilor reactivi (acizi, baze, aldehide) sau a prafului, deoarece ar
putea altera activitatea enzimatica a conjugatului.

¢ Folositi numai eprubete de polipropilena.

o Sticlaria trebuie spalata foarte bine, clatitd cu apa distilata sau preferabil de unica folosinta.

e Nu lasati microplaca mai mult de 5 minute intre terminarea etapelor de spalare si pipetarea
urmatorului reactiv.

e Reactia enzimatica este foarte sensibila la contactul cu metale sau ioni metalici. Prin urmare, nici un
element metalic nu trebuie s intre in contact cu solutiile care contin conjugat sau substrat.

e Solutia de revelare (substratul tamponat + cromogenul) trebuie sa fie incolore. Aparitia unei coloratii
la cateva minute dupa reconstituire indica faptul ca acesta nu poate fi utilizat si trebuie inlocuit.
Solutia de revelare trebuie sa fie preparatd, de preferinta in recipiente de plastic de unica utilizare,
iar recipientele din care se distribuie sau de sticlaria sa fie spalate in prealabil cu acid clorhidric 1N,
clitite temeinic cu apa distilata si uscate. Pastrati aceasta solutie de revelare la intuneric.

e  Schimbati varfurile de pipeta la fiecare esantion.

e Spalarea godeurilor reprezinté o etapa esentiala a protocolului de lucru: respectati numarul de cicluri
de spalare recomandat si verificati ca toate godeurile sa fie umplute complet, apoi golite complet. O
spalare prost efectuata poate genera rezultate incorecte.

« Nu folositi niciodata acelasi recipient si aceeasi pipeté pentru pipetarea conjugatului si a solutiei de
revelare.

5 - MASURI DE IGIENA SI PROTECTIA MUNCII

in general, masurile de igiend, de biosecuritate si bunele practici de laborator se stabilesc in

conformitate cu recomandarile autoritatii de reglementare din fiecare tara.

o Tofi reactivii trusei sunt destinati exclusiv diagnosticului in vitro.

e Purtati manusi de unica folosinta la manipularea reactivilor si a probelor si spalati-va mainile cu grija
dupa incetarea lucrului.

e Nu pipetati niciodata cu gura.

16
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Utilizati recipiente de polipropilena pentru evitarea ranirii cu sticlarie sparta. N f«{w‘
Orice material ce vine in contact cu esantioanele si solutiile de spalare trebuie traté’té"Caﬁateriale
contaminate.
Evitati stropirea cu probe sau cu solutii ce contin probe de testat.
Suprafetele contaminate trebuie curatate cu hipoclorit de sodiu 20000 ppm (clor). Daca lichidul de
contaminare este un acid, suprafetele contaminate trebuie mai intai neutralizate cu hidroxid de sodiu
inainte de aplicarea clorului. Suprafetele trebuie clatite cu apa distilata, uscate cu etanol si sterse cu
hartie absorbanta. Materialele folosite Ia curatenie trebuie aruncate intr-un recipient special pentru
deseuri contaminate.
Esantioanele, materialele si produsele contaminate trebuie eliminate dupa decontaminare;
- fie prin scufundare in hidroxid de sodiu 1M (concentratie finala) timp de 1 ora la temperatura
ambianta (+18°C + 30°C).
- fie prin scufundare in hipoclorit de sodiu 20000 ppm timp de 1 ora la temperatura ambianta
(+18°C + 30°C).
- 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.

Orice operatie legatd de realizarea testului de depistare a unei encefalopatii spongiforme
transmisibile (EST) face obiectul unor reglementari stricte si trebuie efectuata intr-un laborator izolat,
in care accesul este limitat si controlat, destinat in exclusivitate acestei activitati. Operatorul trebuie
sa poarte echipament de protectie, halat, incaltaminte suplimentara de protectie (botosi de plastic),
manusi, masca cu vizierd sau una simpla si ochelari de protectie.

Operatorii trebuie sa fie instruiti in mod special in ceea ce priveste riscul lucrului cu agentii EST sau
prioni si asupra modalitatile de decontaminare validate pentru agentii infectiosi neconventionali.
Masurile de biosecuritate trebuie s& fie conforme cu recomandarile autoritatii responsabilad cu
reglementarile la nivel national.

Evitati orice contact al pielii sau mucoaselor cu tamponul substrat, cromogenul si solutia de stopare.
Inainte de eliminare, neutralizali si/sau autoclavati orice solutie de spalare sau lichidele de spalare
folosite, cat si orice lichid ce contine probele biologice.

Pentru recomandari referitoare la hazard si masuri de precautie pentru aceasta trusa, va rugam sa
tineti cont de prictogramele redate pe etichetele flacoanelor de reactivi si de informatiile furnizate la
sfarsitul acestui document cu instructiuni de utilizare. Fisa tehnica de siguranta se regaseste pe site-
ul producatorului www.bio-rad.com.
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Seringa de prelevare

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

Testele Bio-Rad TSE de screening se executd din prelevate de 350 + 40 mg de tesut nérvos central
(SNC). Regiunea anatomica specifica destinatd detectiei PrPS¢ la animalele infectate este trunchiul
cerebral, mai exact aria nucleului nervului vag, in regiunea obexului. Aceasts regiune este aria
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] $i nucleul tractului V trigeminal [2]) si in
scrapie (nucleul dorsal al nervului vag [3]). (Sursi: OIE - Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals)

1 -1 Prelevarea probelor la abator

Trunchiul cerebral se preleveaza usor si repede cu ajutorul unei linguri speciale sau al altui dipozitiv
adecvat, prin foramenul occipital, faré deschiderea cavitatii craniene.

Prelevareprobelor folosind Iingrba' de preléva‘re Bio-Rad
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1-2Prel arq’a'_e\§antioanelor de testat in laborator
A CoL

AR N
Tntr:ﬁunbhf@drébral se trimite la laborator pentru testare, asigurandu-se respectarea masurilor de
bio fate-réchMmandate de autoritatea de reglementare din fiecare tara. In laborator se va taia
c,éhtitat,a,a\‘\éd :, 4t3 de material cerebral (cu un bisturiy,...) din regiunea obexului, folosind pentru
£ evgggﬁﬁ_ finga speciala de prelevare Bio-Rad sample syringe (cod: 3551175) ce asigura recoltarea
rapida si sigura a cantitatii necesare de material din aria recomandata, fara risc de ranire.

in cele ce urmeaza se descrie procedeul propriu-zis de colectare a probelor din regiunea obexului
folosind seringa de prelevare Bio-Rad, fara a deteriora tesutul prelevat.

2 — SERINGA BIO-RAD DE PRELEVARE PROBE

Seringa Bio-Rad este alcatuita dintr-un piston de culoare verde si un corp de seringé transparent. Corpul
seringii este gradat prin serii de forme geometrice @ >,

Gradatii (negre) Lama de taiere

Y
) Bio-Rad O 1 D> O | > O

containerul (corpul) seringii

Piston ( verde ) (transparent)

3 . CANTITATEA DE PROBA NECESARA TESTARII

Masa de proba recoltata trebuie sa ocupe spatiul dintre doua simboluri de aceeasi forma, corespunzator
unei mase (m) de 350 +/- 40 mg.

€

Y

-
.

4 - MODUL DE LUCRU

« Luati o seringa de prelevare si trageti in afara pistonul verde pana la aproximativ 1 cm de garda
corpului seringii, apoi impingeti pistonul inapoi in pozitia de baza.

= Apucati ferm trunchiul cerebral cu 0 mana, folosind o bucata de folie de unica folosinta (de exemplu
o bucatd de punga de plastic, manusé, etc.) pentru evitarea contaminarii probelor intre ele. Capatul
terminal al trunchiului cerebral trebuie sa ramana accesibil. Daca trunchiul cerebral receptionat are
maduva prea lunga, trebuie sa o scurtati. Persoanele care efectueaza prelevarile trebuie instruite in
legatura cu localizarea precisa a zonei de interes pentru prelevare.

= Folositi cealaltd mana pentru a plasa capatul deschis al seringii de prelevare in partea dreapta sau in
partea stanga a capatului caudal al trunchiului cerebral.
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Nota: dupa recoltarea probei, o semisectiune completi a trunchiului

R .
ro-tegiune
intacta de obex trebuie sa raméang disponibild pentru testarea de confirmar ;

* Introduceti treptat corpul seringii in trunchiul cerebral in timp ce tineti nemiscat pistonul verde (relativ
la trunchiul cerebral).
Nota: Pe durata colectarii probei din regiunea obexului, avefi grija ca corpul seringii sg
ramana in jumatatea trunchiului cerebral aleasa pentru prelevare.

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

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

Scoateti incet seringa de prelevare din trunchiul cerebral, avand grija sa nu deteriorati tesuturile din
jur. Trunchiul cerebral ramas poate fi reintrodus in containerul sdu original.

Verificati daca s-au prins bule de aer in portiunea de proba recoltatid. La nevoie comprimati proba
inchizénd capatul corpului seringii si presand cu pistonul verde pana la eliminarea bulelor de aer. In
acelasi timp, asigurati-va ca nu se pierde tesut pe 1anga deschiderea corpului seringii.

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

Verificali ca proba prelevata acopera cel putin o zona “m” corespunzétoare, asa cum este definita in
capitolul anterior al acestui document (reprezentand masa de proba necesara testarii).

Luati un tub de omogenizare si scoateti-i capacul, iar cu seringa de prelevare impingeti cu grija
pistonul verde pané la urméatorul simbol identic pentru a realiza depunerea unei cantitati corecte de
tesut ("m”) in eprubeta de omogenizare. Reamintiti-va ca miscarea pistonului trebuie s& atinga
pozitia corespunzatoare urmatorului simbol, asa cum este indicat in “Cantitatea de proba necesara
testarii”.
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zaré. 7]
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ﬁérfé de”j‘a?éte proasta trebuie fie sectionate sau, daca prezinta grad avansat de autoliza, trebuie
SN

ubeta.
" Phafﬁﬁ’nea nefolositad de proba din seringa de prelevare se poate pastra prin introducerea seringii de
prelevare cu totul in containerul original in care rdmane si restul de trunchi cerebral.

5 - PRECAUTII / SFATURI UTILE

intocmai ca in cazul oricarui dispozitiv de pipetare, Bio-Rad recomanda ca operatorii ce folosesc
seringi de prelevare sa fie monitorizati periodic, pentru un numar semnificativ statistic de probe
prelevate, asigurand in acest fel reproductibilitatea maselor de tesut prelevate.

Seringile de prelevare sunt de unica utilizare, acestea trebuie apoi aruncate pentru a preveni
contaminarea incrucisata.
Proba trebuie prelevatd cu toate precautile necesare pentru reducerea la minim a riscului de

contaminare a operatorilor. 3 .

Seringile folosite se arunca dupa decontaminare (consultati MASURILE DE IGIENA SI PROTECTIA
MUNCII).

Daca proba prelevatd nu umple intreg corpul seringii in ciuda respectarii procedeului de prelevare, este
recomandabil sa se cantareasca proba.

6 — MASURI DE IGIENA S| PROTECTIA MUNCII

Conditile de igiena, masurile de biosecuritate si bunele practici de laborator trebuie sa fie stabilite si
aplicate in conformitate cu recomandarile autoritatii de reglementare din fiecare tara.
Seringa de prelevare este destinata in exclusivitate procedeelor de diagnostic “in vitro”.

Purtati manusi de unica folosinta la manipularea reactivilor si a probelor, si spalati-va temeinic mainile
dupa terminarea lucrului.

Orice echipament ce a venit in contact direct cu probele biologice trebuie considerat contaminat.

Suprafetele contaminate trebuie curatate cu solutie de hipoclorit de sodiu la concentratie 20000 ppm.
Daca lichidul de contaminare este un acid, suprafetele contaminate trebuie mai intéi neutralizate cu
hidroxid de sodiu inainte de a le decontamina cu hipoclorit de sodiu. Suprafetele trebuie clatite cu apa
distilatd, uscate cu etanol si sterse cu servetele absorbante. Materialele folosite la curétenie trebuie
aruncate in containerul special de deseuri contaminate.

Probele, echipamentele si produsele contaminate trebuie aruncate dupa decontaminarea printr-una din
urmatoarele metode:
- prin scufundare in hidroxid de sodiu 1 M (concentratie finala) timp de 1 ora la temperatura camerei
(+18°C la +30°C).
- prin scufundare in solutie de hipoclorit de sodiu 20000 ppm timp de 1 oré la temperatura camerei
(+18°C la +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 autoclaveaza niciodata.
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Toti operatorii ce participa la testérile de screening pentru encefalopatiile s
(EST) se supun masurilor de securitate locale in vigoare si trebuie efectuate |
controlat si limitat, dedicate in exclusivitate acestui tip de activitate. Protectia
operatori se asiguréd prin purtarea halatului de laborator sau a costumelor speciale, a r peste
incaltdminte, a doud perechi de manusi si a mastii cu vizierd sau a mastii simple si a ochelarilor de
protectie.

Operatorii trebuie sa fie special instruiti in ceea ce priveste riscul asociat cu agentii EST sau prionii, cu
metodele de decontaminare validate pentru agenti infectiosi neconventionali. Masurile de biosecuritate
trebuie sa respecte indicatiile autoritatii de reglemetare din tara vizata.
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