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

Destinat exclusiv uzului veterinar. Versiunea in limba roman

@ Prezentare generald

IDEXX HerdChek* Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE)-Scrapie Antigen Test Kit (Kitul
IDEXX HerdChek de testare pentru detectia antigenului Encefalopatiei Spongiforme Bovine - ESB)
este un test imunoenzimatic (ELISA) de capturare a antigenului pentru detectia proteinei cu o
forma anormald, proteina prionicd (PrPS°), in cadrul analizei post-mortem a {esuturilor din creier
(preferabil de la nivelul obexului) provenind de la bovine, rumegatoare mici (oi si capre) si cervide
infectate cu ESB, scrapie, sau boala (sindromul) oboselii cronice (chronic wasting disease - CWD).
Pentru aplicatiile in cazul rumegétoarelor mici, testul va detecta de asemenea PrPS¢ in probe din
ganglionii limfatici sau din tesutul din splind; in cazul cervidelor, testul va detecta de asemenea
PrPS¢ in probe din ganglionii limfatici retrofaringieni (retropharyngeal lymph nodes - RPLN). Este
conceput pentru identificarea rapidd a probelor ce contin PrP5¢ asociate bolii, implicand o
manevrare minima a probei, si poate fi automatizat asigurand posibilitatea de testare a unui numar
mare de probe. Acest kit este destinat exclusiv uzului veterinar,

Pentru statele membre ale Uniunii Europene: Acesta este un test rapid aprobat de UE pentru
detectia in vitro a PrPS¢ specifice ESB si scrapie in cazul bovinelor si rumegdtoarelor mici. Acest
test poate fi utilizat de asemenea in UE pentru testarea rapidd a cervidelor pentru detectia
encefalopatiei spongiforme transmisibile (EST) (transmissible spongiform encephalopathy - TSE).
Validarea acestui kit a fost efectuata utilizand probe (din tonsilele, ganglionii limfatici retrofaringieni
si din trunchiul cerebral) recoltate de la elan (Cervus canadensis).

Producatorul testului rapid trebuie s& delind un sistem de asigurare a calitdtii aprobat de catre
Laboratorul de Referinta al Uniunii Eurcpene (European Union Reference Laboratory - EURL), care sa
asigure performanta continua, fara modificéri, a testului. Producétorul trebuie sd puna protocolul testului
la dispozitia EURL. Nu se poate efectua nici o modificare a instrumentarului de recoltare, a testului rapid,
a protocolului (nici a etapei de recoltare) decat dupé notificarea in prealabil a EURL, si doar in conditiile
in care EURL decide ¢4 acele modificri nu diminueaza sub nici o forma sensibilitatea, specificitatea sau
fiabilitatea testului rapid. Concluziile vor fi comunicate Comisiei UE si laboratoarelor nationale de
referinta (in baza Reglementérii (CE) Nr. 956/2010, care rectificd Reglementarea (CE) Nr. 999/2001).

Descriere si principii
Acest kit utilizeazd o metoda brevetatd sub licenta Microsens Biotechnologies (Londra, Regatul Unit;
brevet in curs de emitere), care permite deteciia prionilor anormali. Un ligand specific PrP%¢ este
imobilizat pe suprafata placii de capturare (fixare) a antigenului. Probele de testare sunt pregatite prin
omogenizarea tesuturilor si apoi diluarea probei cu diluantul pl&cii de lucru. Dupa distribuirea probei pe
placa, proteina anormala asociaté bolii se fixeaza cu o afinitate sporité pe ligandul imobilizat. Placile sunt
spélate pentru a indeparta materialele nefixate, inclusiv forma normala a proteinei PrP. Dupa incubare cu
tampon de tratare, antigenul fixat este apoi detectat folosind un anticorp specific PrP care a fost conjugat
cu peroxidaza din hrean (horseradish peroxidase - HRPO). Placa este spalatd pentru a elimina
conjugatul nefixat si se adaugé un substrat peroxidaza. Dezvoltarea culorii depinde de cantitatile relative
de PrP¢ capturate de ligandul imobilizat pe godeul plécii de microtitru,

Interpretarea rezultatelor analizei probelor se realizeaza in functie de absorbanta probelor. O probé a
cirei valoare A4so-ARer este mai micd decat valoarea cutoff este consideratd de catre kitul de testare
IDEXX HerdChek BSE-Scrapie ELISA ca fiind negativa. Probele a céror valoare A4so-AREF este mai
mare sau egala cu valoarea cutoff sunt considerate ca fiind pozitive pentru PrPSC, Pentru toate rezultatele
testelor indicate ca fiind pozitive, este necesara efectuarea unei analize de confirmare, cum ar fi testul
imuno-histo-chimic.
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Componentele kitului
Pastrati toate componentele la 2-8°C.

Reactiv 460 teste
A Placi pentru capturarea antigenului 5 placi
N Control Negativ - Nereactiv cu placa de capturare a antigenului; 5x1mL
conservat cu azida de sodiu
P Control pozitiv - Neinfectios, reactiv cu placa de capturare a 5x1mL
antigenului; conservat cu azidé de sodiu
D1 Componenta 1 de dilutie a plécii; conservat cu azida de sodiu 20 mL
D2 Componenta 2 de dilufie a placii 5 x 200 pL
R Diluant de reconstituire 20 mL
CB Tampon de tratare; conservat cu azida de sodiu 60 mL
CC Conjugat concentrat; conservat cu Bronidox L 300 pL

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

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

Note: A se vedea tabelul de la finalul insertului tehnic pentru descrierea simbolurilor utilizate Tn
cadrul insertului si pe etichetele acestui kitului.
A se vedea finalul acestui insert tehnic pentru riscuri si masuri de precautie cu privire la reactivi.

Materiale si echipamente necesare (dar nefurnizate in kit)

. Pipete de precizie si pipete multi-canal adecvate pentru pipetarea unui volum intre 25 si 200
L. Volumele de reactivi mentionate in sectiunea Procedura de testare necesitd o precizie de
pipetare mai micé sau egala cu 5%.

. Cilindri gradati pentru solutiile de spélare

. Capace din plastic tare sau dispozitive adezive pentru acoperirea placilor si tavi pentru
distribuirea reactivilor

. Instrumente sau dispozitive de unici folosinta pentru disectia si recoltarea probelor

. Cititor pentru placile de 96 de godeuri (echipat cu filtre de 450-nm si 620-650-nm) si spalator

. Instrument FastPrep* (FP120A, FP220A), Precess 48*, Precess 24* sau Precellys 24*

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

. Echipament de protectie - ochelari de protectie, halate de laborator, ménusi de unic folosinta,
botosi de protectie, bonete si masti de protectie

. Solutie stop 0,5-1,0 N HCl sau 1,0 N H2504

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

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

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

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

. Optional - unitate dry heat block pentru microtuburi de 1,5-2mL {(avand capacitatea de a
mentine o temperatura de 70°C)

. Optional - microtuburi conice de 1,5-2 mL, cu capac infiletant, fara margine

Recoltarea si pregatirea probelor de tesut
A. Tesut cerebral provenind de la bovine si rumegétoare mici

1. Recoltarea si testarea in laborator trebuie s& respecte Reglementarea (CE) No 999/2001,
Anexa X, Capitolul C, care se referd, din punct de vedere al recoltarii probelor, la ultima editie a
Manualului Standardelor pentru Teste de Diagnostic si Vaccinuri pentru Animalele Terestre al
Oficiului International de Epizootii (OIE) (Manual of Standards for Diagnostic Tests and
Vaccines of the Interational Office of Epizootic Diseases - OIE), In care se mentioneaza:
“Proba recomandati pentru analiza imunologica trebuie s& fie recoltatd din obex, sau cat mai
aproape posibil de acesta, dar nu mai departe de 1,5 cm anterior fata de obex.” Recoltati 0,30 g
(+0,05 g) de tesut nervos din partea stangé sau din partea dreapta a trunchiului cerebral, de la
nivelul obexului (acolo unde este posibil), cu ajutorul instrumentelor de disectie si cantariti proba
pentru a va asigura c& ati obfinut cantitatea corecta. in mod alternativ, dispozitivul IDEXX de
recoltare a probelor poate fi utilizat pentru recoltarea din obexul bovinelor, conform celor
descrise in Anexa.

Personalul care urmeaza sa realizeze recoltarea din obex trebuie instruit in ceea ce priveste
metoda de recoltare.

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

NOTA: Dup3 recoltarea probei, o hemisectiune completa a trunchiului cerebral cu o regiune
intactd a obexului si a cerebelului (dacé este prezent) trebuie pastrate Tn vederea efectudrii

testelor de confirmare.
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Figura 1. Trunchi cerebral bovin.
©British Crown Copyright (Februarie 2005) reprodus cu permisiunea Agentiei Laboratoarelor Veterinare.

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

3. Patru instrumente de omogenizare a tesutului au fost validate pentru a fi utilizate impreuna cu
testul IDEXX BSE- Scrapie ELISA. Asezafi tuburile in instrument si realizati procedura de
omogenizare conform indicatiilor echipamentului respectiv. Daca rezultatul procesului de
méruntire nu este satisfacator, repetati incé un ciclu.

. Programul instrumentului FastPrep®. Maruntiti probele timp de 40 de secunde la vitezd
maxima (6,5 m/s). Daca este necesara rularea unui al doilea ciclu, instrumentul trebuie lasat sa
se rdceasca timp de 5-10 minute intre cicluri.

. Programul instrumentelor Precess 48*, Precess 24* si Precellys 24*: Maruntiti probele de 2 ori
timp de 20 pani la 25 de secunde la 6500rpm, cu o pauza de 5 secunde intre cicluri.

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

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

B. Tesut provenit din ganglionii limfatici sau splina rumegatoarelor mici

1. Recoltati 0,30 g (0,05 g) de tesut din ganglionii limfatici sau splina. In cazul ganglionilor limfatici,
tesutul trebuie recoltat astfel incat s maximizeze prezenta celulelor centrului germinal. Maruntiti
tesutul in 8-10 fragmente mici.

2. Continuati cu procesarea si pastrarea probelor conform indicatiilor furnizate pentru tesutul
cerebral.

NOTA: Tesutul provenit din ganglionii limfatici sau din splina nu poate fi utilizat in contextul recoltarii
si testarii oficiale conform cadrului Reglementarii (CE) Nr. 999/2001.

@ c. Tesut provenit din creierul i ganglionii limfatici ai cervidelor
1. Pregatiti tuburile de omogenizare a tesutului prin indepdrtarea a 0,2 ml de solutie din fiecare tub.

2. Recoltati 0,30 g (0,05 g) de tesut din ganglionii limfatici retrofaringieni sau din creier (preferabil
de la nivelul obexului). Tesuturile din creier si din ganglionii limfatici trebuie testate Tn mod
individual. Tn cazul ganglionilor limfatici, tesutul trebuie recoltat astfel incat sa maximizeze
prezenta celulelor centrului germinal. Méaruntiti tesutul recoltat din ganglionii limfatici in 8-10
fragmente mici.

V3 rugdm s tineli seama de faptul ¢d, in Germania, este necesara atal testarea individuala a tesutului cerebral, cét sicea a
tesutului din ganglionii limfatici. Aceastd decizie respedd recomandarie orientdrilor EURL (TSE EU Reference Laboratory
Guidelines for the detection of Chronic Wasting disease in cervids, hitps:/iscience.via.gov.uk/ise-lab-net/documentsfowd-
guidelines.pdf si Scientific opinion on chronic wasling disease (I, EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), EFSA

Journal 2018;16(1):5132. 59 pp.).
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3. Introduceti tesutul intr-un tub pentru omogenizare si infiletati bine capacul.
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4. Asezati tuburile in instrument si realizati procedura de omogenizare conform indicafiilor
echipamentului respectiv. Daca rezultatul procesului de maruntire nu este satisfacator, repetati
incé un ciclu.

Programul instrumentului FastPrep*: Maruntiti probele timp de 30 de secunde la viteza maximéa
(6,5 m/s). Lasati instrumentul sa se raceasca timp de cinci minute. Repetati operatiunea de
maruntire pentru incid 30 de secunde la viteza maximd. Dacé in cazul inspectarii vizuale
rezultatul procesului de maruntire nu este satisfécétor, repetati incé un ciclu.

Programul instrumentelor Precess 48*, Precess 24* si Precellys 24*; Maruntiti probele timp de 30
de secunde la 6500rpm. Lasati instrumentul s& se réceascd timp de cinci minute. Repetati
operatiunea de méruntire pentru incad 30 de secunde la 6500rpm. Daca in cazul inspectarii
vizuale rezultatul procesului de maruntire nu este satisfacétor, repetafi inca un ciclu.

Pregatirea reactivilor

Solutiile de spalare (Solutia de spélare 1, Solutia de spalare 2)

Solutiile de spalare concentrate trebuie lasate sa ajunga la 18-26°C si omogenizate pentru a asigura
dizolvarea sarurilor precipitate. inainte de utilizare, fiecare concentrat de spélare trebuie diluat 1:10
cu apa distilata sau deionizatd (de exemplu, 40 mL de concentrat plus 360 mL de apa per placa ce
urmeaza a fi testata).

Componenta 2 de dilutie a placii

Componenta 2 de dilutie a placii (D2) este furnizatd sub forma unui compus liofilizat. Solutia este
preparatd prin addugarea a 200 pL de diluant de reconstituire (R), se lasa timp de aproximativ 1
minut, apoi se omogenizeazé usor. A se utiliza in decurs de 1 ora de la preparare.

Diluantul placii de lucru

Componenta 1 de dilutie a placii (D1) trebuie lasat sa ajungd la 18-26°C. Pregatiti diluantul placii de
lucru prin adaugarea unei parti din componenta 2 de dilutie a pldcii (D2; preparata conform celor de
mai sus) la 25 parti din componenta 1 de dilutie a plécii (D1) si omogenizati temeinic (de exemplu,
120 uL D2 la 3,0 mL D1 per placa).

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

Controlul negativ si controlul pozitiv

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

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

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

NOTA IMPORTANTA: In kitul de testare sunt furnizate doua conjugate concentrate ce pot
fi utilizate. Selectati conjugatul concentrat corespunzator tipului de tesut pe care urmeaza

sa il testati:

+  Conjugat concentrat (CC) - Utilizati acest conjugat atunci cand testali probe de creier
bovin si probe de creier provenite de la cervide, probe recoltate din ganglionii limfatici ai
rumegatoarelor mici si ai cervidelor si probe de splind recoltate de la rumegatoare mici.

. Conjugat concentrat pentru tesutul cerebral al rumegétoarelor mici (Small-
ruminant brain conjugate concentrate - SRB-CC) - Utilizati acest conjugat atunci cand
testati probe de tesut cerebral recoltat de la rumegétoare mici.

. Godeuri pentru controlul negativ si controlul pozitiv trebuie incluse pentru fiecare tip de X MUTORZ
conjugat testat. RUXANDRA%%
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Solutia stop pentru analiza nu este furnizata in kitul de testare. Solutia stop (0,5-1,0 N HCI sau 1,0
N H2S04) poate fi achizitionatd la concentrafia de lucru corespunzatoare sau pregétitd din solutie
concentrata.

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

Pastrarea reactivilor preparati

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

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

Procedura de testare

Omogenatele probelor sunt pregatite conform indicatiilor oferite n sectiunea Recoltarea si
pregatirea probelor de tesut. Se poate utiliza un echipament pentru procesarea automata a
probelor in locul metodei manuale de la Etapa 1 sau imediat ce controalele si diluate au
fost addugate pe placa de capturare a antigenului (Etapa 3).

Important: in timpul tuturor operatiunilor de incubare a reactivilor, acoperiti fiecare placa de
testare cu un dispozitiv dur din plastic sau cu un dispozitiv adeziv de acoperire a placii.
Dacid operatiunile de incubare a reactivilor se realizeaza intr-un cabinet de sigurantd
biologic, plicile trebuie acoperite cu folii adezive.

Protocoalele de testare

Exista doua protocoale aprobate pentru testarea probelor de tesut cerebral cu ajutorul kitul IDEXX
BSE-Scrapie ELISA: protocolul Scurt si protocolul Ultra-Scurt. Protocoalele ofera o performanta
identica, dar necesitd utilizarea unor echipamente diferite pentru reducerea timpului de testare.
Protocoalele sunt detaliate in tabelul de pe pagina urmétoare.

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

Dilutia probei folosind diluantului placii de lucru

Stabiliti un sablon care sa indice localizarea pozitiei probelor pe placa de capturare a antigenului si
pe placa de dilutie. Rezervati godeurile pentru controalele negativ si pozitiv (furnizate n kit), care
vor fi testate in duplicat. Diluantul placii de lucru poate fi adiugat pe placa de dilutie Tnainte sau
dupa distribuirea probei. Proportia este de 30 L de diluant al placii de lucru la 120 pL de
omogenat din proba (in cazul probelor de splina si ganglioni limfatici recoltate de la rumegétoare
mici proportia este de 50 pL de diluant la 100 pL de omogenat din proba).

Resuspendati omogenatele prin miscari usoare de inversiune a tuburilor si apoi pipetati cu
atentie proba introducand varful lung al pipetei de transfer printre particule (beads) s extragand
proba din tubul de omogenizare a tesutului. Distribuiti cu atentie fiecare probé pe placa de dilutie,
evitand crearea bulelor de aer in interiorul omogenatului si evitand lésarea urmelor de proba pe
marginile godeurilor placii de dilutie.

Dupa diluarea omogenatelor, amestecati temeinic probele, evitand crearea bulelor de aer. S
Omogenizarea poate fi realizatd cu ajutorul unei pipete sau al unui agitator pentru pléci. Daca m
utilizati un dispozitiv de agitare (shaker) a placilor, va fi necesar sa reglati viteza si timpul de #33‘3 RU ‘%*@'
operare pentru a asigura omogenizarea completa fara a imprastia probele. Efectuali testarea in s XANDRA Z)
decurs de 2 ore. /z‘\m‘ e
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Utilizarea agitatorului (shaker) pentru pldci pentru incubarea probelor (Protocolul Scurt si
Protocolul Ultra-Scurt)

Protocoalele Scurt si Ultra-Scurt implicd o rotatie la vitez& mica (200 £100 rpm) pe un agitator cu
platform& pentru placi doar pentru etape de incubare a probelor. Agitatorul pentru pléci trebuie sa
redea o miscare usoara circulard in plan orizontal. Cu toate c& probele din fiecare godeu al placilor
de microtitru se vor misca usor, este posibil ca acest lucru s& nu poata fi observat. Miscarea nu
trebuie s fie foarte energica pentru a nu impinge proba peste marginea godeului. Timpul de
incubare este redus corespunzator pentru incubarea probei si a conjugatului, conform celor detaliate
in tabelul urmétor. Tn cadrul protocolului de testare a probelor recoltate din splina/ganglionii limfatici
ai rumegétoarelor mici, procedurile de incubare nu implicé agitarea placilor.
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Protocoalele de testare

Procedura de testare

Protocol pentru probe de
splind/ganglioni limfatici
rumegétoare mici

Protocolul Scurt Protocolul Ultra-Scurt

Tipul de proba

Tesut din splina si ganglionii
limfatici ai rumegétoarelor

Tesut cerebral bovine si

Tesut cerebral bovine,
rumegdtoare mici

rumegatoare mici §i

cervide, ganglioni limfatici mici
cervide
32-37°C':
Doar incubare 3
. ) 18-26°C (etapele 3,5,8,10) 18-26°C
Etapa Operatiune Toale etapele Toate etapele
18-26°C: Toate celelalte etape
inclusiv etapele de spalare
120 pL de probd cu 30 pL de diluant al plécii 100 pL de probd cu 50 uL
1 Distribuirea probei pe de lucru de diluant al placii de lucru
placa de dilutie
OMOGENIZATI TEMEINIC - a se vedea sectiunea “Dilutia probei folosind
diluantul placii de lucru”,
2 Distribuirea probei pe Pipetali 100 L de proba diluatd pe placa de testare; omogenizali controalele,
placa de capturare a adaugali 100 pL in duplicat; acoperiti placa cu un dispozitiv de acoperire a placii.
antigenului
Incubarea plécii de 45-60 min.; agitare la 20-25 min.; agitare la 0 .
3 capturare viteza mica 200 +100 rpm |  vitezd micd 200£100 rpm 2-3-ofe. v agilare
4 Spalare folosind Solutia Spélati godeurile de 6 ori cu ~350 pL de Solutie de spalare 1 (1X).
de Spélare 1 (1X)
Solutie de fratare: % uaatiin fi . i .
5 Ad3ugati in fiecare godeu 100 pL de tampon de tratare; acoperifi placa,
Adaugare / Incubare incubati timp de 10 £1 min.
6 Spélare folosind Solufia Spalati godeurile de 3 ori cu ~350 L de Solutie de spélare 2 (1X).
de Spélare 2 (1X)
Adaugati 100 pL de conjugat diluat (pentru probe de . . .
4 s iiiiasies dopligatill fesut cerebral bovin si probe recoltate de la cervide Adéugali 100 pL de conjugat
9 Jug utilizali GC; pentru probe de fesut cerebral recoltat de concentrat (CC) diluat §i
la rumegitoare mici utilizati SRB-CC) i acoperiti placa acoperili placa cu un dispozitiv
cu un dispoziliv de acoperire a placil. de acoperire a pldcil.
8 Incubarea conjugatului 45-50 min. 25-30 min. 60-75 min.
9 Spélare folosind Solutia Spélafi godeurile de 5 ori cu ~350 pL de Soluiie de spélare 2 (1X).
de Spalare 2 (1X)
Adaugali 100 pL de substrat in fiecare godeu; acoperiti placa; incubati timp
10 Adaugares | Inculbarea de 15 +1 min. departe de lumina directd a soarelui (nu utilizati folie adeziva pentru
Substratului : G
acoperirea placii).
s Addugati 100 pL de solutie stop pe bazd de acid; placa poale fi mentinuté timp de
" Adéu?ggﬁrae:olrég; g pani la 30 de min. la intuneric inainte de cltirea densitatii optice (450 nm) folosind o
P lungime de undd de referin{d de (Arer) 620 nm pand la 650 nm.

1. Incubarea la 32-37°C inseamna introducerea placii de testare intr-un incubator care a fost pre-incalzit la 32-37°C.
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Recapitularea formatelor kitului

. . Creier Splini si ganglioni| Creier si ganglioni
Creier bovin | rumegétoare limfatici limfatici retrofa-
mici rumegétoare mici | ringieni cervide
Pregatirea probelor:
Seringa de recoltare a Da Nu Nu Nu
probei de tesut
Maruntirea tesutului Da (GLRF)
(pre-omogenizare) Nu Hi K3 Nu (Creier)
Procedura de testare:
Conjugat Concentrat cc SRB-CC CcC cC

Diluantul placii de

lucru (raport cantitativ
diluant placé de lucru

30 pLM20 pL

30 pL/120 pL

50 pL/100 L

30 pL/120 uL

Iproba)
. / Splina si
Protocoale aprobate Sc”rstcﬂ&'"tra Scurstcsl:rltlltra ganglioni limfatici Scurt
rumegatoare mici
Valoarea Cutoff a NCx + 0,120 NCx + 0,180 NCx + 0,180 NCx + 0,150
testului
Protocol de tratare Da Nu Nij Nu

termica aplicabil
optional

Interpretarea rezultatelor

Pentru ca analiza_sa fie valida, media controlului negativ.
Aus—Arer Mai mica decét 0,150, iar media contro

A so—Arer20,400.
Efectuarea Calculelor

Calculul mediei controlului negativ (NCx)™

NCx = Mﬂ:_A.REF) + B1 (Ayso— Ager)

2

Calculul mediei controlului pozitiv (PCx}-

- PCX = C1 (A450 _AREF! + D1 !Aﬁllﬁﬁf)

2

Calculul valorii cutoff;

Cutoff bovine = NCx + 0.120

Cutoff rumegétoare mici = NCx + 0.180

Cutoff cervide = NCx + 0.150

egativ (NCx) trebuie sa aiba o valoare
lului pozitiv (PCx) trebuie s& aiba o valoare

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

Rezultate

Interpretarea rezultatelor analizei probelor se bazeaza pe absorbanta acestora. Probele indicand

valori Asso—Arer Mai mici decat valoarea cut

off sunt considerate de catre IDEXX HerdChek BSE-

Scrapie Antigen Test Kit ca fiind negative. Probele indicand valori Asso—Arer mai mari sau egale cu
valoarea cutoff sunt clasificate ca fiind initial reactive pentru PrP3¢, iar omogenatul trebuie retestat
in duplicat cu kitul de testare IDEXX HerdChek BSE-Scrapie Antigen Test Kit.
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Retestarea probelor de tesut cerebral bovin poate fi efectuats din omogenatul de tesut cerebral
initial sau din omogenat pregatit folosind Protocolul Optional de Tratare termicé a probelor de
origine bovina, descris mai jos. Daca vreuna dintre valorile de retestare este egald sau mai mare
decat valoarea cutoff a testului, proba este considerata ca fiind pozitivd. Proba este considerata
ca fiind negativé atunci cand valoarea ambelor replicate retestate este mai micé decat valoarea
cutoff a testului. In cadrul UE, toate probele de origine bovind reactive initial i care sunt indicate
ca fiind negative ca urmare a retestérii cu ajutorul protocolului de tratare termica trebuie declarate
negative.

Probele provenite de la rumegéatoarele mici si de la cervide trebuie retestate in duplicat direct din
omogenatul de tesut initial - NU tratai termic omogenatele prevenind de la rumegétoarele mici
sau de la cervide. Dacd vreuna dintre valorile de retestare este egald sau mai mare decét
valoarea cutoff a testului, proba este considerata ca fiind pozitiva. Proba este considerata
negativa atunci cand valorile de retestare ale ambelor replicate sunt mai mici decat valoarea cutoff
a testului.

in statele membre ale UE toate probele indicate ca fiind pozitive prin efectuarea unui test rapid
trebuie trimise catre Laboratoarele Nationale de Referinté din statul respectiv pentru detectia EST
sau citre Laboratorul de Referintd al Uniunii Europene in vederea efectudrii testelor de confirmare.

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

Extrageti 230 + 20 pL din omogenatul de tesut initial reactiv si transferati intr-o fiol& de 1,5-2 mL
prevazutd cu capac cu sistem de infiletare $i avand partea inferioard conica. Asezati fiola intr-o
unitate dry heating block care a fost preincalzita la 70 +2°C. incélziti tubul timp de 10 £1 min. si
apoi asezati tubul pe un suport deschis la 18-26°C timp de cel putin 20 de minute pentru a lasa
proba s se raceascd. Omogenatul trebuie retestat in decurs de doua ore de la tratarea termica,
in duplicat, cu ajutorul kitului de testare IDEXX HerdChek BSE-Scrapie Antigen Test Kit.

Masuri de precautie

«  Nu expuneti substratul tetramethylbenzidene (TMB) la lumina puternica sau la agenti oxidanti.
Pentru distribuirea TMB utilizati dispozitive curate din plastic, de unica folosinta.

. Trebuie sa fiti atenti pentru a evita contaminarea componentelor kitului. Nu utilizati
componentele dupa data de expirare a acestora, si nu amestecati componente provenind din
kituri avand loturi diferite.

. Unele componente ale kitului contin azid& de sodiu drept conservant (a se vedea descrierea
componentelor kitului). Trebuie s fifi atenti pentru a evita contaminarea conjugatului anti-
PrP-HRPO cu solutii ce contin azidd de sodiu.

. Pastrati toti reactivii la 2-8°C. Lésali reactivii s& ajunga la 18-26°C inainte de a-i utiliza, $i
repuneti-i la temperatura corespunzdtoare de pastrare dupd utilizare (a se vedea secfiunea
Pastrarea reactivilor preparati).

+  Folositi tavi diferite de distribuire pentru fiecare reactiv utilizat in cadrul analizei. Evital]
contaminarea incrucisatd a substratului TMB cu solutia de conjugat diluat. Nu turnati fnapoi
in flacon solutia TMB neutilizata.

« Nu lasati placile de microtitru s& stea mai mult de 5 minute intre etapele de spélare si
adadugarea reactivilor,

Informatii cu privire la sigurantd

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

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

. Diluantul 1 al placii contine concentratii mari de detergenti; evitati contactul direct.
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Anexa

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

IDEXX pune la dispozitie un dispozitiv de recoltare a probelor, ca alternativa a metodei de extractie
a obexului bovin. Acest dispozitiv este o seringd de recoltare. Dispozitivul IDEXX de recoltare a
probelor este aprobat de catre EURL. Orientarile oferite in aceastd sectiune referitoare la recoltare
nu exclud alte informatii sau instructiuni care sunt conforme cu reglementarea (CE) 999/2001 si cu
modificarile ulterioare ale acestei reglementdri. Atunci cand nu este posibila identificarea zonei
anatomice corecte de recoltare, folosifi instrumentele de disectie conform celor descrise in

sectiunea Recoltarea si pregatirea probelor de tesut.

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

2. Pozitionati trunchiul cerebral cu sectiunea in forma de “V” a tesutului in pozitie verticala.
Introduceti varful seringii de recoltare a probei pand la capatul caudal al bulbului rahidian, pe
partea din care urmeazé sé recoltati proba, la aproximativ 3 mm (suficient incat varful seringii
s4 fie plasat in sigurantd). Este posibil s& fie necesar sd taiati excesul de tesut de la nivelul
maduvei spinarii dacé distanta dintre baza méaduvei spindrii gi sectiunea in forma de "V" este
mai mare de 3—4 cm.

3. Mentineti ferm pistonul seringii. Cu degetul arététor apasati corpul seringii in trunchiul cerebral,
avand grija ca pistonul s& nu se miste in nici o directie. Consultati Figura 2 pentru directionarea
corespunzitoare a seringii astfel incat sa ajunga la zonele importante de recoltare a tesutului
din obex. Pe masura ce corpul seringii patrunde in proba, acesta trebuie sa rdmana pe partea
aleasd a trunchiului cerebral pentru a impiedica deteriorarea partii opuse. O hemisectiune
completd a trunchiului cerebral avand obexul intact trebuie sa fie pastratd in vederea efectuarii

testelor de confirmare.

1 3 2

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

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

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

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

6. Dacd o cantitate semnificativd de tesut ramane suspendata in varful seringii, trageti-o i
corpul seringii prin retractarea usoara a pistonului. Seringa poate fi acum manevrata pentru
indeparta aerul din varf si pentru a elimina spatiul dintre fragmentele de proba.
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Noti: In interiorul seringii se regasesc mai multe spatii sau santuri regulate de infranare a
pistonului ce pot fi simtite pe masura ce pistonul este miscat in seringa. Spatiul dintre aceste
limitatoare furnizeaza o masurare precisé a volumului de proba.

7. Dup3 obtinerea probei de tesut in seringd, impingeti pistonul pentru a- alinia cu cea mai
apropiata crestaturd. Proba nu trebuie sa contina spatii goale intre piston si varful seringii.
Este posibil ca o parte a materialului de proba in exces s& se iasa in afara varfului seringii.

8. Eliminati orice reziduu de fesut care ar putea ramane pe suprafata exterioard. Nu apasali
pistonul In timpul acestei operatiuni deoarece proba va fi expulzatd sau presatd; nici unul
dintre cele doua cazuri nu este de dorit.

9, Tineti intr-o mana tubul de omogenizare a probei in pozitie verticald, iar in cealaltd mana
tineti seringa cu varful exact la marginea tubului, in interiorul acestuia. Distribuiti in tub o
cantitate masurata de tesut din obex prin impingerea pistonului de la un sant al seringii si
oprindu-va la urmatorul. Volumul dintre doud santuri este 150 plL; se distribuie Tn tub o
cantitate totald de 300 pL (echivalentul a 0,30 g 0,05 g de tesut).

10. Infiletati capacul tubului si continuati cu omogenizarea probei.

Personalul din laborator care recolteaza probe de obex cu ajutorul dispozitivului IDEXX de
recoltare a probei trebuie sa fie bine instruit cu privire la utilizarea dispozitivului pentru a va
asigura de faptul ¢ recoltarea se efectueaza din zona corectd a trunchiului cerebral. Fiecare
tehnician trebuie s& monitorizeze exactitatea prelevarii prin efectuarea unor verificari periodice ale
greutatii probei. Un program de actiuni de corectare trebuie implementat in cazul in care
rezultatele nu sunt armonizate cu criteriile de acceptanta definite. Dispozitivul IDEXX de recoltare
a probelor este de unica folosinta si trebuie aruncat dupé fiecare recoltare pentru a preveni
contaminarea incrucigata.

Limitarea responsabilitatii
in limitele maxime permise de lege, sub nici o forma IDEXX sau furnizorii sai de licente nu vor fi
responsabili in fata dumneavoastra sau a altor persoane pentru pierderea profitului sau a utilizarii,
sau pentru daune speciale, accidentale, semnificative, indirecte, punitive sau compensatii multiple,
inclusiv dar f4ra a se limita la pierderea fondului comercial, a datelor sau echipamentelor sau pentru
intreruperea activitdtii economice, rezultand din productia, vanzarea, furnizarea sau utilizarea
produselor sau serviciilor noastre sau pentru nelivrarea sau livrarea cu intarziere a acestor produse
sau servicii.

Pentru asistentd tehnicé:
IDEXX SUA Tel: +1 800 548 9997 sau +1 207 556 4890
IDEXX Europa Tel: +800 727 43399

*HerdChek este o marca comerciald sau o marcé comerciald inregistratd apartinand IDEXX Laboratories, Inc.
sau asocialilor sdi din Statele Unite sifsau din alte state. Toate celelalte denumiri de produse sau denumiri ale
companiilor si siglele sunt marci comerciale ale detinitorilor respectivi.
Informatii cu privire la brevet: idexx.com/patents.

© 2018 IDEXX Laboratories, Inc. Toate drepturile rezervate.
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Pericol

SOOD

H302 / H314 / H410 / P303+P361+P353 / P501 5

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

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

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

[ H315 / H319 / P280 / P332+P313 / P337+P313 7

Componenta 1 de dilutie a placii - Provoac iritatia pielii. Provoacd iritatii oculare grave.
Purtati manusi de protectie / ochelari de protectie / mascé de protectie. In cazul iritatiei pielii:
Consultati un medic. In cazul in care iritatia pielii persista: Consultati un medic .

B H316 / H334 / P304+P340 / P332+P313 =

Componenta 2 de dilutie a placii - Provoaca o usoard iritatie a pielii. Poate provoca
simptome de alergie sau astm sau dificultate in respiratie in cazul in care este inhalat. IN
CAZUL INHALARII: in cazul dificultdtii in respiratie, transportai victima la aer curat si mentineti-
o in repaus, intr-o pozitie confortabild care favorizeazé respiratia. In cazul iritatiei pielii:
Consultati un medic .

% EUH20 4

Diluant Conjugat — Contine Proclin. Poate provoca reactii alergice.
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H302 / Ha12 / e

Solutie tampon de tratare — Nociv in cazul inghitirii. Foarte toxic pentru organismele acvatice
avand efecte de lunga duraté. indepértati produsulirecipientul in conformitate cu reglementarile
locale / regionale / nationale / internationale.

H316 / P332+P313 ]

Solutia de spalare 1 - Provoacé o usoara iritatie a pielii. In cazul iritatiei pielii: Consultati un
medic.
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