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1 — GENERALITATI

Testele Bio-Rad TSE de screening se executa din prelevate de 350 + 40 mg de {esut nervos central (SNC).
Regiunea anatomica specifica destinata detectiei PrPS¢ la animalele infectate este trunchiul cerebral, mai
exact aria nucleului nervului vag, in regiunea obexului. Aceasta 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
tinta 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 - 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, fara deschiderea cavitatii craniene.

Prelevarea probelor folosind lingura de prlevare Bio-Rad



1 - 2 Prelevarea esantioanelor de testat in laborator

Intregul trunchi cerebral se trimite la laborator pentru testare, asigurandu-se respectarea méasurilor de
biosecuritate recomandate de autoritatea de reglementare din fiecare tara. In laborator se va taia
cantitatea adecvata de material cerebral (cu un bisturiu,...) din regiunea obexului, folosind pentru
prelevare seringa 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 urmeazé se descrie procedeul propriu-zis de colectare a probelor din regiunea obexului folosind
seringa de prelevare Bio-Rad, fara a deteriora tesutul prelevat.

SERINGA BIO-RAD DE PRELEVARE PROBE

Seringa Bio-Rad este alcatuita dintr-un piston de culoare verde si un corp de seringa transparent. Corpul
seringii este gradat prin serii de forme geometrice (OO ™ |).

Gradatii (negre) Lama de taiere

Y
Bio-Radl:II[>I:II[>I:I:(D

containerul (corpul) seringii
(transparent)

Piston ( verde )

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.
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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
bucata de punga de plastic, manusa, 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 n
legatura cu localizarea precisa a zonei de interes pentru prelevare.



Folositi cealalta méana pentru a plasa capatul deschis al seringii de prelevare in partea dreapta sau in
partea stadnga a capatului caudal al trunchiului cerebral.

Nota: dupa recoltarea probei, o semisectiune completa a trunchiului cerebral cu o regiune
intacta de obex trebuie sa ramana disponibila pentru testarea de confirmare.

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, aveti grija ca corpul seringii sa 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 turd completa.

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

Verificati daca s-au prins bule de aer in portiunea de proba recoltata. La nevoie comprimati proba
inchizand capatul corpului seringii si presand cu pistonul verde pana la eliminarea bulelor de aer. In
acelasi timp, asigurati-va ca nu se pierde t{esut pe langa deschiderea corpului seringii.

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

Verificati ca proba prelevata acopera cel putin o zona “m” corespunzatoare, 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 pana la urmatorul simbol identic pentru a realiza depunerea unei cantitafi corecte de tesut (‘m”)
in eprubeta de omogenizare. Reamintiti-vd ca miscarea pistonului trebuie sa atinga pozitia
corespunzatoare urmatorului simbol, asa cum este indicat in “Cantitatea de proba necesara testarii”.



= Taiati proba prin presarea capatului seringii de prelevare contra marginii interioare a tubului de
omogenizare.

» Probele de calitate proasta trebuie fie sectionate sau, daca prezinta grad avansat de autoliza, trebuie
pipetate in eprubeta.

» Portiunea nefolosita de proba din seringa de prelevare se poate pastra prin introducerea seringii de
prelevare cu totul in containerul original in care ramane 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 prelevata cu toate precautiile necesare pentru reducerea la minim a riscului de contaminare
a operatorilor.

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

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

6 — MASURI DE IGIENA SI PROTECTIA MUNCII

Conditiile 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 intai neutralizate cu hidroxid de
sodiu inainte de a le decontamina cu hipoclorit de sodiu. Suprafetele trebuie clatite cu apa distilata, uscate
cu etanol si sterse cu servetele absorbante. Materialele folosite la curatenie 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 finald) 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 ora 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.

Toti operatorii ce participa la testarile de screening pentru encefalopatiile spongiforme transmisibile (EST)
se supun masurilor de securitate locale in vigoare si trebuie efectuate in laboratoare cu acces controlat si
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limitat, dedicate in exclusivitate acestui tip de activitate. Protectia muncii pentru acesti operatori se asigura
prin purtarea halatului de laborator sau a costumelor speciale, a botosilor peste incaltaminte, a doua
perechi de manusi si a mastii cu viziera sau a mastii simple si a ochelarilor de protecie.

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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