TeSeE SAP Combi Kit

Schnelles Protokoll

V¥ 192 3551186
V 384 3551192
¥ 768 3551191
KIT MIT REAGENZIEN FUR DIE /N VITRO REINIGUNG UND DEN /N

VITRO NACHWEIS VON PrPs IN RINDERN, KLEINEN WIEDERKAUERN
UND HIRSCHARTIGEN

Die Deutsche Gebrauchsinformation ist nach § 11 Absatz 2 TierGesG zugelassen.
Innerhalb der Européischen Union ist dieser Schnelltest fir die BSE- und Scrapie-
Testprogramme bei Rindern, Schafen und Ziegen zugelassen, welche geméaB Anhang I,
Kapitel A der Verordnung der Europaischen Kommission (EC) Nr. 999/2001 durchgefiihrt
werden.

Fir den Nachweis von CWD in Hirschartigen empfehlen die aktuellen TSE EURL Richtlinien
nur den Einsatz von validierten TSE Schnelltests die eine USDA und/oder CFIA Zulassung
fur die Verwendung von Hirschartigen erhalten haben. Fir die EU-Mitgliedstaaten, die eine
gezielte Uberwachung von Hirschartigen durchfiihren, beachten Sie bitte die Richtlinien
des Europaischen Referenzlabors (TSE EU Referenzlabor Richtlinien zum Nachweis von
Chronic Wasting Disease in Hirschartigen, ftp:/ftp.izsto.it/EURL%20TSE/RAPID %20
TESTS/Test%20protocols/)

Dieser Testkit ist validiert und hat die USDA und CFIA Zulassung fir die Verwendung von
Hirschartigen zum Nachweis von CWD in Hirschartigen erhalten.

I:B] 2020/06

Bitte beachten Sie, dass in Deutschland bei Tatigkeiten mit Transmissibler Spongiformer
Enzephalopathie (TSE) die Empfehlungen des Ausschusses flir Biologische Arbeitsstoffe
(ABAS) zu beachten sind. Die SchutzmaBnahmen des Beschlusses 603 kdnnen von den
Vorgaben dieser Gebrauchsinformation abweichen.

Zul.-Nr. BFAV/BSE/1/2001



2 D)

INHALTSVERZEICHNIS

1 - ALLGEMEINE INFORMATION

2 - TeSeE SAP Combi Kit

2-1
2-2

Prinzip

Proben

Zusammensetzung der TeSeE SAP Combi Kits
Vorbereitung der Reagenzien

Lagerung, Haltbarkeit

Testdurchflhrung

Berechnung und Auswertung der Ergebnisse
Verfahrensgrenzen

3 - ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN

4 - VORSICHTSMASSNAHMEN

5 - HYGIENE- UND SICHERHEITSVORKEHRUNGEN

6 - LITERATUR



1 - ALLGEMEINE INFORMATION

Ubertragbare spongiforme Enzephalopathien (Transmissible Spongiform Encephalopathies [TSEs])
sind langsam fortschreitende degenerative Erkrankungen des Zentralnervensystems, die von einem
unkonventionellen, Ubertragbaren Krankheitserreger, (UTA's) Ublicherweise als Prion bezeichnet,
verursacht werden.

Formen von TSE werden im Allgemeinen entsprechend ihrer Atiologie in iatrogen, familidr und/oder
sporadisch eingeteilt. Im 18. Jh. wurde die Scrapie beim Schaf beschrieben und deren Ubertragung
(einschlieBlich auf Ziegen) nachgewiesen. Allerdings bleiben die Ansteckungswege innerhalb
von Herden unklar. Dartiber hinaus wurden Formen von TSE bei Hirschartigen (Chronic Wasting
Disease, CWD) und Rindern (Bovine Spongiforme Enzephalopathie, BSE) beschrieben.

Auch Menschen sind fiir bestimmte Formen von TSE anféllig. Es gibt zwingende Beweise dafiir,
dass die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) wahrscheinlich durch den Verzehr von
infiziertem Fleisch vom Rind auf den Menschen Uibergegangen ist.

Zusatzlich zu dieser Variante der Creutzfeldt-dakob-Krankheit (vCJD) sind beim Menschen weitere
Formen bekannt, u.a. Kuru sowie die iatrogene Form der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit.

Rein erbliche Formen (wie z.B. das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom [GSS]) und/oder
sporadisch auftretende CJD wurden beim Menschen nachgewiesen, aber ihre Inzidenz ist gering.
Es ist nicht bekannt, ob es beim Tier vergleichbare sporadisch auftretende TSE gibt.

Die Hauptmerkmale dieser Krankheiten sind:

e ein langsam fortschreitender aber immer todlich endender Verlauf,

e Fehlen von konventionellen Krankheitserregern,

e progressive Ansammlung einer anormalen Isoform des natirlichen Prionproteins (PrP), die als
PrPs bezeichnet wird, im Zentralnervensystem. Diese Isoform ist durch besondere biochemische
Eigenschaften und vor allem durch eine gesteigerte Widerstandsféahigkeit gegen Proteasen
gekennzeichnet.

Die erstaunlich lange Inkubationszeit, die dem Auftreten von neurologischen Symptomen
vorausgeht, laBt darauf schlieBen, dass wichtige Ablaufe in der Pathogenese der TSE
wahrscheinlich auBerhalb des Nervensystems und besonders im peripheren Lymphgewebe
stattfinden.

Trotz zahlreicher unbekannter Faktoren und / oder Unsicherheiten ist der Nachweis von PrP* jetzt
als Verfahren zur Bestétigungen der Diagnose TSE anerkannt. Dieser Nachweis erfolgt
hauptsachlich an Hand von post mortem gewonnen Proben von Nervengewebe.

Auch in zahlreichen Lymphgeweben und Organen, wie z.B. in den Keimzentren der Milz, der
Lymphknoten, der Mandeln und / oder von Schleimhaut-nahen Lymphgeweben (aber im
Forschungsbereich), im Tiermodell oder in an Scrapie erkrankten Schafen, bei Hirschartigen mit
CWD und bei Patienten mit vCJD wurde anormales PrP* nachgewiesen.

Die vom “Commissariat a I’'Energie Atomique - CEA” (franzsische Behorde fiir Atomenergie)

entwickelten Reagenzien, die von Bio-Rad weiterentwickelt, hergestellt und vertrieben werden,
ermdglichen die Bestimmung von PrP* in Nervengewebsproben von Tieren.
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Dieser Schritt erfolgt unter Verwendung folgender Reagenzien und folgenden Zubehors:

- TeSeE SAP Combi Kit (192 Tests) Best.-Nr. 3551186
- TeSeE SAP Combi Kit (384 Tests) Best.-Nr. 3551192
- TeSeE SAP Combi Kit (768 Tests) Best.-Nr. 3551191
- Probenréhrchen (384 Probenrdhrchen) Best.-Nr. 3551139
- Probenréhrchen (768 Probenréhrchen) Best.-Nr. 3551137
- Spritze und Nadel fir die Kalibration (x 200) Best.-Nr. 3551174
oder TSE Calibrat Syringe + Needle VITA (x 200) Best.-Nr. 12007909
oder Filterplatte (x 50) Best.-Nr. 3551179
- Deepwell-Platte (x 50) Best.-Nr. 3590132
- Medium Beads (x 2000) Best.-Nr. 3551171*

* Nur fir peripheres Gewebe.

2 -TeSeE SAP Combi Kit

2-1 Prinzip

Mit den Reagenzien des TeSeE SAP Combi Kit ist die Reinigung, die Konzentrierung und das
Solubilisieren von PrP aus Proben von infizierten Tieren mdglich.

Bei dem TeSeE SAP Test handelt es sich um eine enzymimmunologische Technik (nach der
Sandwichmethode), fur die 2 monoklonale Antikdrper zum Nachweis des anormalen Prionenproteins
verwendet werden, das gegen Proteinase K aus Proben von infizierten Tieren resistent ist. Ein Kit
enthalt ausreichend Reagenzien furr 192 Tests (inkl. der Kontrollen).

Die Festphase besteht aus 12 Streifen mit 8 Vertiefungen aus Polystyrol, die mit dem ersten
Antikdrper beschichtet sind. Der zweite monoklonale Antikdrper ist an Peroxidase gebunden.

2-2 Proben

¢ Rinder : die Reinigung von PrP* erfolgt an Hand von Proben aus dem Zentralnervensystem
(ZNS). Der Probenentnahmeléffel fir BSE (Best.-Nr. 3551130) kann fur die Entnahme sowohl
von Hirnstamm als auch eingesetzt werden.
Da PrPs im Zentralnervensystem heterogen verteilt ist, missen die Proben fiir einen optimalen
Nachweis bevorzugt aus dem Bereich des Obex im Hirnstamm entnommen werden. Bei
Rindern kann hierflr die Spritze zur Probenentnahme (Best.-Nr. 3551175) verwendet werden.
Diese erlaubt auf sichere Weise eine leichte und schnelle Entnahme der Probe aus dem Bereich
des Obex.
Fir die ausfuhrliche Anleitung zur korrekten Vorgehensweise bei der Probennahme wird auf das
Protokoll zur Probenentnahme verwiesen.

¢ Kleine Wiederkauer und Hirschartige : die Reinigung von PrP* erfolgt an Hand von Proben
aus dem Zentralnervensystem und / oder aus peripherem Gewebe (Lymphknoten, Milz,...).
Der Probenentnahmeloffel fir Kleine Wiederkauer (Best.-Nr. 3551184) kann fiir die Entnahme
sowohl von Hirnstamm als auch von Cerebellum eingesetzt werden.
Da PrP% im Zentralnervensystem heterogen verteilt ist, missen die Proben fiir einen optimalen
Nachweis bevorzugt aus dem Bereich des Obex im Hirnstamm entnommen werden.
Die Proben werden einzeln geschnitten und gewogen.
Anmerkung: andere Gewebe (Mandeln, Dinndarm (llleum), Augenlid) kénnen ausschlieBlich zu
Forschungszwecken verwendet werden.
Die Proben werden bei 2-8 °C gelagert, wenn die Aufreinigung innerhalb von 24 h erfolgt,
oder sie lassen sich gefroren mehrere Monate aufbewahren. Sie kénnen héchstens dreimal
eingefroren und wieder aufgetaut werden. Bei einem eventuellen Transport missen diese
Proben entsprechend den aktuell geltenden, nationalen oder &rtlichen, gesetzlichen
Bestimmungen verpackt werden.
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2-3 Zusammensetzung der TeSeE SAP Combi Kits

MENGE
BEZEICHNUNG ART DER REAGENZIEN 3551186 3551192 3551191 | LAGERUNG
(192 Tests) (384 Tests) (768 Tests)
Reagenz A | Denaturierungspuffer 1 (';Igsrﬁ:;e 1(1':2'%5;?)9 1(2': ‘I‘e(a)sr(:r)e 2-8°C
Fallungspuffer 1 Flasche | 1 Flasche |2 Flaschen ao
Reagenz B| . 1 cioff: Bromphenolblau 5m) | (120m) | d20my | 28°C
Solubilisierungspuffer 1 Flasche | 1 Flasche | 1 Flasche a0
Reagenz C| - 1 cioff: Malachitgriin @m) | (4m) | esm) | 28°C

PK Proteinase K 1 Flasche |2 Flaschen|4 Flaschen 2.8°C
Farbstoff: Phenolrot ©O5ml) | (O05ml) | (0,5ml)
Mikrotiterplatte: 12 Streifen mit 8 mit

R1 einem monoklonalen Anti-PrP-Antikorper 2 Platten | 4 Platten | 8 Platten 2-8°C
beschichteten Vertiefungen
Waschldsung : Tris-NaCl-Puffer pH 7,4 in

R2 10-facher Konzentrierung 1(552%85:? 2 (;?S?_:En 4 (I;Isagcmhﬁn 2-25°C
Konservierungsmittel : ProClin 300 (0,01%)

Negativkontrolle : PBS-Puffer pH 7,2, mit BSA 1 Flasche |2 Flaschen|4 Flaschen

R3 supplementiert @ mi) @ mi) @ ml) 2-8°C
Konservierungsmittel: ProClin 300 (0,1%)

Positivkontrolle : PBS-Puffer pH 7,4, mit nicht-

R4 infektiosen synthetischen Peptiden versetzt. 1 Flasche |2 Flaschen|4 Flaschen 2.8°C
Lyophilisiert (asp 4 mi) | (asp 4 ml) | (Qsp 4 ml)
Konservierungsmittel : ProClin 300 (0,1%)

Probenverdiinnungsmittel : PBS-Puffer pH

R6 |72, mit BSA und Phenolrot versetzt 1 (';?Sr‘f“;‘e ! (';'(";fgl')‘e 1(1':"‘%5;’})6 2-8°C
Konservierungsmittel: ProClin 300 (0,1%)

Konjugat : Peroxidase-markierter
monoklonaler Anti-PrP- Antikérper in 10-facher

R7 Konzentrierung in PBS-Puffer pH 7,1, mit 1 Flasche |2 Flaschen|4 Flaschen 2.8°C
bovinem Protein versetzt und mit Phenolrot (2.8 ml) (2,8 ml) (2,8 ml)
gefarbt
Konservierungsmittel: ProClin 300 (0,1%)

Peroxidase-Substratpuffer : Lésung aus

R8 Zitronensaure und Natriumacetat pH 4,0 1 Flasche | 1 Flasche |2 Flaschen 2.8°C
mit 0,015% H,0, und 4% Dimethylsulfoxid 60ml) | (120 ml) | (120 mi)

(DMSO)

R9 Chromogen : Tetramethylbenzidinlésung (TMB) 1 [(:sla;‘i)he 15'818[:1:{)‘6 1(257:]::;6 2-8°C

R10 Stopploésung : Schwefelsdure, 1N 1 (I;Isalsn::;e 1 ggsrﬁlr; e 1(1':1'28;3”?)6 2-8°C
Klebefolien 8 12 16

Bei den nachfolgenden Reagenzien handelt es sich um generische Komponenten : Reagenz
A, Reagenz B, Probenverdiinnungsmittel (R6), Waschlésung (R2), Peroxidase-Substratpuffer
(R8), Chromogen (R9) und Stopplésung (R10). Diese kénnen in allen Chargen der TeSeE SAP Kits
verwendet werden.
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2-4 Vorbereitung der Reagenzien
Die Reagenzien aus der TeSeE SAP Combi Kits vor Gebrauch Uber einen Zeitraum von 30 min auf
Raumtemperatur (18-30 °C) erwdrmen lassen.

1 - Gebrauchsfertige Reagenzien
Die Reagenz A; die Reagenz B, die Reagenz C, die Negativkontrolle (R3), die
Probenverdiinnungslésung (R6) und die Stopplésung (R10) sind gebrauchsfertig.

Mikrotiterplatten (R1):

Vor dem Offnen des Beutels, die Mikrotiterplatte in ihrer Schutzpackung mit das Trockenmittel auf
Raumtemperatur (18-30 °C) erwérmen lassen, um eine Ansammlung von Kondenswasser in den
Vertiefungen zu vermeiden. An der SchweiBnaht 6ffnen, und die nicht gebrauchten Reihen sofort
in die Verpackung zurlickgeben.

Den Beutel nach Entfernen von Luft dicht verschlieBen und bei 2-8 °C aufbewahren.

2 - Herzustellende Reagenzien
Proteinase K:
Reagenz A ist der Verdiinnungspuffer fir die Proteinase K.
Die PK-Losung ist auf folgende Weise herzustellen (4 pl Proteinase K in 1 ml Reagenz A) :

ANZAHL DER PROBEN REAGENZ A PROTEINASE K
2 1ml 4l
10 3ml 12 pl
18 5ml 20 pl
26 7ml 28 l
34 9ml 36 ul
42 11 ml 44 pl
50 13 ml 52 ul
58 15 ml 60 pl
66 17 ml 68 ul
74 19 ml 76 pl
82 21 ml 84 ul
90 23 ml 92 ul

Exaktes Pipettieren ist essentiell. Reste aus der Pipettenspitze in Reagenz A durch mehrmaliges
Ansaugen/Dispendieren ausspulen.

Nach der Herstellung die Lésung durch mehrmaliges Umdrehen des Probenréhrchens
homogenisieren, bis eine gleichmaBig rétliche Lésung entstanden ist.

Waschlésung (R2):
Die Waschlésung R2 1 :10 mit destilliertem Wasser oder Aqua bidest. verdiinnen (z.B. 100 ml
Reagenz R2 in 900 ml destilliertem Wasser).

Positivkontrolle (R4):

Die Flasche mit der Positivkontrolle R4 behutsam auf die Arbeitsflache klopfen, um jegliche an
dem Gummistopfen héngende Substanz zu I6sen. Die Flasche &ffnen und den Inhalt in 4 ml
Verdlinnungslésung R6 auflésen. Die Flasche wieder verschlieBen und ca. 1 min stehen lassen,
wobei der Inhalt gelegentlich behutsam durchmischt wird, um das Auflésen zu erleichtern.

Konjugat (R7):

Reagenz R7 im Verhaltnis 1:10 in der frisch hergestellten Waschlésung verdiinnen (z.B.
0,1 ml Reagenz R7 in 0,9 ml frisch hergestellter Waschlésung), und dabei beachten, dass fir
einen Streifen 1 ml gebrauchsfertiges Konjugat erforderlich und ausreichend ist. Behutsam
durchmischen, den Einsatz eines Vortex®-Schuttlers vermeiden.
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Enzymatische Entwicklungslésung (R8 + R9):

Reagenz R9 im Verhéltnis 1:11 im Reagenz R8 verdinnen (z.B. 0,1 ml Reagenz R9 in 1 ml Reagenz
R8), und dabei beachten, dass flir einen Streifen 1,1 ml enzymatische Entwicklungslésung
erforderlich und ausreichend ist. Behutsam durchmischen, den Einsatz eines Vortex®-Schuttlers
vermeiden.

2-5 Lagerung, Haltbarkeit

Das TeSeE SAP Combi Kits bei 2-8 °C aufbewahren. Bei dieser Temperatur sind sémtliche Reagenzien
bis zu dem auf der Packung angegebenen Verfallsdatum haltbar (vor und nach dem Offnen der
Flaschen). Wird die rekonstituierte Proteinase-K-Lésung nach dem Verdinnen bei Raumtemperatur
(18-30 °C) aufbewahrt, muB sie innerhalb von 6 h verbraucht werden.

Nach der Zubereitung haben die Reagenzien die folgende Haltbarkeit :

BEZEICHNUNG | ART DER REAGENZIEN HALTBARKEIT
R Mikrotiterplatte in fest verschlossener 1 Monat bei 2-8 °C
Verpackung
. . 24 h bei Raumtemperatur (18-30 °C)

R2 Verdiinnte Waschlésung 2 \Wochen bei 2-8 °C
2 h bei Raumtemperatur (18-30 °C)
4 hbei2-8°C
6 Monate bei -20°C

R4 Verdiinnte Positivkontrolle Es empfiehlt sich, die rekonstituierte Lésung in

Aliquote zu je 0,5 ml aufzuteilen und diese umgehend|
bei -20°C zu lagern.

Die Lésung kann max. dreimal eingefroren und
wieder aufgetaut werden.

Verdiinnte Konjugatlésung

R7 (in verdlinnter Waschlsg.)

8 h bei Raumtemperatur (18-30 °C)

6 h bei Raumtemperatur (18-30 °C)

R8 +R9 Entwicklungslosung unbedingt im Dunkeln lagemn

2-6 Testdurchfiihrung
Fir die halbautomatische Durchfiihrung des Reinigungsverfahrens siehe das Bedienungshandbuch fiir
den TeSeE NSP.

Ablauf der manuellen Durchfiihrung :
1. Probenentnahme :
e Fiir Proben aus dem Bereich des Obex eine Menge von 350 + 40 mg Nervengewebe entnehmen.
e Fiir Proben aus den retropharyngealen Lymphknoten, eine Keramikperle mittlerer GréBe (Ref.:
3551171) vor Zugabe der Probe in das Probenrdhrchen geben. Eine Menge von 200 + 20 mg
Gewebe aus 2 - 3 unterschiedlichen Arealen des peripheren Gewebes oder der Lymphknoten
entnehmen. Vor Zugabe der Proben in das Probenréhrchen das Gewebe in 2-3 kleinere Stiicke
schneiden.
Die Probenrdhrchen fest verschlieBen und den Schritt des Zermahlens im Homogenisator (Ribolyser
oder TeSeE Precess 24 oder TeSeE Precess 48 oder Precellys Evolution System) durchfihren.
Anmerkung: Nach Schlussfolgerungen aus dem wissenschaftlichen Gutachten der EFSA zu Chronic
Wasting Disease (CWD) (ll), EFSA-Gremium fiir biologische Gefahren (BIOHAZ), EFSA Journal
2018; 16 (1): 5132, 59 pp., die aktuellen EURL-Richtlinien (TSE EU Referenz Labor Richtlinien zum
Nachweis der Chronic Wasting Disease in Hirschartigen, ftp://ftp.izsto.it/EURL%20TSE/RAPID %20
TESTS/Test%Z20protocols/) unterstiitzen die EFSA Empfehlungen zur parallelen Untersuchung von
sowohl Obex- als auch Retropharyngeal-Lymphknoten zum Nachweis von CWD in Hirschartigen,
um die Empfindlichkeit der Uberwachung zu maximieren. Fiir weitere Informationen wenden Sie
sich bitte an Ihr Nationales Referenzlabor.
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Es ist zu beachten, dass in Deutschland beide Gewebe - Gehirn und Lymphknoten - einzeln
untersucht werden miissen.

2. Zermahlen der Proben :
Anmerkung: Wenn Medium Beads zum Zermahlen der Proben verwendet werden, kann der TeSeE
Precess 24 nicht eingesetzt werden, da es zu einem Fliissigkeitsaustritt kommen kann.
Die Probenrohrchen in den Aufsatz des Homogenisators setzen. Einen Schittelzyklus mit folgenden
Gerateeinstellungen durchfihren :

Obex Gewebe Lymphknoten
TeSeE Precess 48
Ribolyser TeSeE Precess 24 Ribolyser TeSeE Precess 4 8
. Precellys Evolution
Precellys Evolution
Zeit (sec.) 45 - 45 -
Geschwindigkeit 6.5 - 6.5 -
Schittelzyklen 2 N/A 2 N/A
Programm - Programm 1 / TSE1 - Programm 2 / TSE2

Zur Abkiihlung des Homogenisators, sind zwischen den Schittelzyklen 5 Minuten zu warten.
Wurden die Proben nicht grindlich genug zermahlen, kénnen 1 oder 2 weitere Schittelzyklen
durchgefiihrt werden, wobei sichergestellt sein muss, dass die Temperatur der Probenréhrchen zwischen
den Schiittelzyklen wieder auf Raumtemperatur (18-30°C) z.B. mit Hilfe von zerstoBenem Eis, sinkt.

3. Uberfiihren der Probe :

Die Probenrdhrchen aus dem Homogenisator entnehmen; das Homogenat vor dem Offnen der
R&hrchen durch Invertieren wieder in Suspension bringen.

Das Homogenat kann durch eine der nachfolgenden Methoden tberfiihrt werden :

e Durch Verwendung der Kalibrationsspritze
250 pl mit der Kalibrationsspritze (Best.-Nr. 3551174 oder Best.-Nr. 12007909) entnehmen,
wobei die Nadel in das Perlenbett einzutauchen ist, um zu verhindern, dass schlecht gemischte
Gewebestiicke entnommen werden.
Von jeder Probe werden 250 pl in ein 2 ml-Mikroreagenzréhrchen vom Typ Eppendorf oder in eine
Deepwell-Platte (Best.-Nr. 3590132) tberfihrt.

e Durch Verwendung der Filterplatte
Der Transfer und die Filtration werden separat voneinander durch Verwendung einer Filterplatte
(Best.-Nr. 3551179) und einer Deepwell-Platte (Best.-Nr. 3590132) durch eine der beiden
nachfolgenden Filtrationstechniken durchgefuihrt:

- Vakuum-Technik :

Die Deepwell-Platte (Best.-Nr. 3590132) (sog. Masterplatte) in die untere Einheit des Vakuum-
Manifolds setzen, den Deckel des Manifolds und anschlieBend die Filterplatte (Best.-Nr. 3551179)
einsetzen. Mindestens 400 pl (< 1000 pl) mit einer 1000 pl Spitze entnehmen und in ein Well der
Filterplatte (Best.-Nr. 3551179) Uiberflhren, dabei die ersten 6 Positionen (von A1 bis F1) freilassen.
Die Filterplatte oben mit einer Plastikfolie verschlieBen. Die Vakuumpumpe (Best.-Nr. 3590350) auf
25,4 cm Hg (+ 2.5%) einstellen. Die Vakuumpumpe anstellen und auf der Anzeige das korrekte
Vakuum Uberpriifen; anschlieBend das Manifold-Ventil fir 1 min + 6 s 6ffnen. Das Ventil schlieBen,
die Pumpe abstellen und das Vakuum im Manifold aufheben.

- Zentrifugations-Technik: :
Mindestens 400 pl (< 1000 pl) mit einer 1000 pl Spitze entnehmen und in ein Well der Filterplatte
(Best.-Nr. 3551179) Uberfiihren, die zuvor auf eine Deepwell-Platte gesetzt wurde (Best.-Nr. 359
0132) (sog. Masterplatte), dabei die ersten 6 Positionen (von A1 bis F1) freilassen. Die Filterplatte
oben mit einer Plastikfolie verschlieBen.
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Das komplette System (Filterplatte und Deepwell-Platte) fir 1 min bei 500 g zentrifugieren. Es ist
darauf zu achten, dass die Filterplatte fest in der Deepwell-Platte positioniert ist.

Hinweis : Die Zentrifuge muss dazu mit einem Deepwell-Rotor (Best.-Nr. 3590136); fiir die 5804R
Eppendorf Zentrifuge (Best.-Nr. 3591396) ausgestattet sein.

Nach dem Filtrationsschritt die jeweilige Filterplatte verwerfen und flir das manuelle Protokoll 250 pl
der gefilterten Probe in eine weitere Deepwell-Platte (die Reinigungsplatte) Gberflhren oder die
Masterplatte direkt in den NSP stellen (siehe dazu das TeSeE NSP Handbuch).

Anmerkung: In diesem Stadium kénnen sowohl die Probenréhrchen nach dem Homogenisieren als
auch die Mikroreagenzréhrchen und Deepwell-Platte nach dem Probentransfer verschlossen wie
folgt aufbewahrt werden :

Bei Raumtemperatur Bei 2-8 °C Bei -20°C
(18-30 °C) (im Eisbad oder im Kihlschrank) fiir 1 Jahr*
fur eine Dauer von 8 h fur eine Dauer von 15 h
Probenréhrchen und
Mikroreagenzréhrchen Ja Ja Ja
Deepwell-Platte Ja Ja Nein

*

Gefrorene Proben missen bei Raumtemperatur (18-30 °C) aufgetaut werden. Die Proben kdnnen
hdéchstens dreimal eingefroren und wieder aufgetaut werden. Die Proben missen vor Gebrauch
stets durch Invertieren durchmischt werden.

4. PK-Aufbereitung :

250 pl (= 10%) der rekonstituierten Proteinase-K-Ldsung (s. Abschnitt 2.4.) in jedes
Mikroreagenzréhrchen bzw. in jedes Well der Reinigungsplatte verteilen. Das Zeitintervall fur die
Verteilung der rekonstituierten Proteinase-K-Losung von der ersten bis zur letzten Probe darf 5
min nicht Uberschreiten. Umgehend die verschlossenen Réhrchen bzw. die mit Aluminiumfolie
abgedichtete Deepwell-Platte durch mehrmaliges Invertieren (10x) durchmischen. Das Zeitintervall
zwischen dem Durchmischen und dem Inkubieren bei 37°C darf 2 min nicht Gberschreiten.

Die Inkubation erfolgt bei 37 + 2 °C in einem Heizblockinkubator fur die Dauer von 10 + 1 min
Hinweis: Wird eine Deepwell-Platte verwendet, muss der Heizblock mit einem entsprechenden
Deepwell-Rack-Adaptor ausgestattet sein.

5. Ausfallen von PrP* mit Reagenz B :

Die Mikroreagenzréhrchen bzw. die Deepwell-Platte aus dem Heizblockinkubator nehmen. Die
Réhrchen 6ffnen und 250 pl (+ 10%) Reagenz B in alle Réhrchen bzw. in alle Wells der Deepwell-
Platte geben. Dieselbe Reihenfolge beim Verteilen einhalten wie unter Schritt 4. Das Zeitintervall
zwischen der Entnahme aus dem Inkubator und dem Durchmischen darf 2 min nicht Uberschreiten.
Das Durchmischen erfolgt unter denselben Bedingungen wie unter Schritt 4.

6. Konzentrierung von PrP* (Zentrifugieren) :
Innerhalb von 30 min, nach Verteilen von Reagenz B und Durchmischen die Mikroreagenzréhrchen
bzw. die Reinigungsplatte wie folgt zentrifugieren :

Zentrifugation Mikroreagenzréhrchen Deepwell-Platte
Geschwindigkeit (g) 20000 15 000 2000
Zeit (mm) 5 7 10
Temperatur (°C) 20 20 24

Hinweis : Fiir Deepwell-Platte 5 Minuten bei 37°C oder 10 min bei Raumtemperatur (18-30 °C) vorher
Zentrifugieren warten.
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7. Aufarbeitung des Niederschlages :

Den Uberstand durch Invertieren der Mikroreagenzréhrchen (iber einem Abfallbehélter entfernen.
Die Mikroreagenzréhrchen umgedreht fir eine Dauer von 5 min auf saugfahiges Papier stellen und
so trocknen.

Die Deepwell-Platte in einen DW40 Washer (Best.-Nr. 3590137) stellen. Das Programm , TSE DW»
und die Anzahl an Streifen, die behandelt werden sollen, auswahlen. Die Wells der Deepwell-Platte
missen im Anschluss an den DW40 Waschschritt durch Umdrehen auf saugfahiges Papier fur eine
Dauer von 5 min getrocknet werden.

25 pl (+ 10%) Reagenz C in alle Mikroreagenzréhrchen oder in alle Wells der Deepwell- Platte geben.
Das Zeitintervall zwischen dem Ende des Trocknungsvorgangs und der Zugabe von Reagenz C darf
10 min nicht Gberschreiten.

Umgehend filr eine Dauer von 5 + 1 min bei 100 + 5 °C inkubieren. Das Zeitintervall zwischen
der Zugabe von Reagenz C und dem Beginn der Inkubation darf 2 min nicht Uberschreiten. Die
Deepwell-Platte wahrend der Inkubation nicht verschlieBen.

Hinweis: Wird eine Deepwell-Platte verwendet, muss der Heizblock mit einem entsprechenden
Deepwell-Rack-Adaptor ausgestattet sein.

Die Mikroreagenzréhrchen bzw. die Deepwell-Platte aus dem Inkubator nehmen; die Réhrchen
mittels eines Mischgerates vom Typ Vortex (5 + 2 s).

Die Proben in Mikroreagenzréhrchen oder in Deepwell-Platte kdnnen fiir eine Dauer von 5 h bei
2-8 °C oder gefroren fiir eine Dauer von 72 h bei -20°C aufbewahrt werden. Eingefrorenen Proben
mussen vor Weiterverwendung bei Raumtemperatur (18-30 °C) aufgetaut und anschlieBend erneut
mittels Vortex (5 + 2 s).

Die aufgereinigten Proben aus Schritt 2.6 mussen mit 125 pl (+ 10%) Reagenz R6 verdlnnt werden.
Die verdiinnte Probe unmittelbar vor dem Verteilen in die Platte (R1) mit einem Vortex- Schittler
(5 + 2 s) durchmischen.

1. Den Stander fir die Mikrotiterplatte und die erforderliche Anzahl von Reihen (R1) aus der
Schutzpackung entnehmen. Die nicht gebrauchten Reihen mit dem Trocknungsmittel zurlick in
die Verpackung der Mikrotiterplatte geben und diese fest verschlieBen.

2. Die Positivkontrolle (R4) gemaB 2.4.2. vorbereiten.

3. Fur jede Testreihe und jede Platte entsprechend dem folgenden Schema,100 pl (+ 10%) der
Kontrollen/Proben in die Vertiefungen verteilen:
- Vertiefung A1, B1, C1, D1 : Negativkontrolle (R3)
- Vertiefung E1, F1 : Positivkontrolle (R4)
- Vertiefung G1, H1, usw. : mit Reagenz (R6) verdiinnte Probe
Alle Proben werden in Einfachbestimmung untersucht.

4. Mit Klebefolie abdecken und flr eine Dauer von 30 + 2 min bei 37 + 2 °C inkubieren.

5. Die Waschlésung (R2) vorbereiten.

6. Die Konjugatlésung vorbereiten (R7).

7. Die Klebefolie entfernen und 3 Waschzyklen durchfiihren.
Optimale Waschbedingungen werden mit Bio-Rad Waschgeraten fir Mikrotiterplatten vom Typ
PW40, PW41 oder 1575 mit dem Programm TSE 3 erzielt.
Die Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschzyklus nicht langer als 5 min stehen lassen. Vor dem
néachsten Schritt durch Umdrehen auf saugfahigem Papier trocknen.

8. 100 pl (+ 10%) Konjugatlésung (R7) in jede Vertiefung geben.

9. Mit Klebefolie abdecken und flr eine Dauer von 30 + 2 min bei 2-8 °C inkubieren.
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14.

. Die enzymatische Entwicklungslosung (R8+R9) vorbereiten.

. Die Klebefolie entfernen und 5 Waschzyklen unter denselben Bedingungen wie unter Schritt 7

beschrieben durchfihren.

Optimale Waschbedingungen werden mit Bio-Rad Waschgeraten fir Mikrotiterplatten vom Typ
PW40, PW41 oder 1575 mit dem Programm TSE 5 erzielt.

Die Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschzyklus nicht l&nger als 5 min stehen lassen. Vor dem
nachsten Schritt durch Umdrehen auf saugféhigem Papier trocknen.

. 100 pl (£ 10%) Entwicklungslésung (R8+R9) in jede Vertiefung geben und die Mikrotiterplatte im

Dunkeln und bei Raumtemperatur (18-30 °C) fir eine Dauer von 30 + 2 min inkubieren. Wahrend
dieser Inkubation keine Klebefolie verwenden.

. 100 pl (= 10%) Stoppldsung (R10) in jede Vertiefung geben, und zwar nach demselben Schema

und derselben Verteilungsgeschwindigkeit wie bei der Entwicklungslésung.
Den Boden der Mikrotiterplatte griindlich abwischen und die optische Dichte bei 450 nm - 620 nm

(bichromatischer Modus) innerhalb von 30 min nach dem Stoppen der Reaktion bestimmen (die
Reihe muB vor dem Ablesen standig vor Licht geschitzt bleiben).
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2-7 Berechnung und Auswertung der Ergebnisse

1) Berechnung der mittleren Extinktion (DE) der negativen
OD R3 = Mittelwert der 4 Extinktionswerte der Vertiefungen R3 (OD = optische Dichte)

2) Berechnung des Grenzwerts

2.1 Proben von Rindern und kleinen Wiederkauern.
Zum Mittelwert der R3 0,210 hinzufligen, um den Grenzwert zu erhalten.
Beispiel :
OD R3 =0,020
Grenzwert = 0,020 + 0,210 = 0,230

2.2 Proben von Hirschartigen
Zum Mittelwert der R3 0,110 hinzufligen, um den Grenzwert zu erhalten.
Beispiel :
OD R3 =0,020
Grenzwert = 0,020 + 0,110 = 0,130

3) Bedingungen fiir die Testvalidierung

¢ Negative Kontrollen (R3) :

a) Validierung der einzelnen Werte der negativen Kontrollen :
Der Wert jeder einzelnen negativen Kontrolle muss niedriger als 0,150 Extinktionseinheiten liegen.
Allerdings kann hdchstens ein einzelner abweichender Wert eliminiert werden, wenn sein Wert
gleich oder hoher ist als 0,150 Extinktionseinheiten.
Der Test muB wiederholt werden, wenn mehr als ein einzelner Wert fir die negativen Kontrollen
auBerhalb dieses oben angegebenen Grenzwertes liegt.

b) Homogenitét der Werte fiir die negativen Kontrollen :
Aus den verbleibenden einzelnen Werten fir die negativen Kontrollen wird der Durchschnittswert
berechnet.

Einzelne Werte gréBer + 40% im Vergleich zum Durchschnittswert der Werte (OD R3 + 40%)
mUssen eliminiert werden.
- Falls ein einzelner Wert in a) eliminiert wurde, so kann ein weiterer Wert in b) eliminiert werden.
- Falls kein Wert fiir die negativen Kontrollen in a) eliminiert wurde, so dirfen hochstens zwei
Werte in b) eliminiert werden.
Der Test muB wiederholt werden, wenn mehr als zwei Werte fiir die negativen Kontrollen eliminiert
wurden [Kriterium a)+b)].

¢ Positive Kontrolle (R4) :
Der Mittelwert der optischen Dichten der beiden positiven Kontrollen (OD R4) muB héher oder
gleich 1,0 sein. Der Test muB in jedem Fall wiederholt werden, wenn der Mittelwert der positiven
Kontrollen unter diesem Grenzwert liegt.

4) Auswertung der Ergebnisse
Proben mit einer optischen Dichte unterhalb des Grenzwertes gelten als negativ im Sinne des
TeSeE SAP Kit Instruktionen.
Allerdings sind Ergebnisse, die knapp unterhalb des Grenzwertes liegen (Grenzwert minus 10%)
mit Vorsicht auszuwerten, und die entsprechenden Proben sollten, ausgehend vom urspriinglichen
Homogenat im Doppelansatz erneut getestet werden.
Proben mit einer optischen Dichte oberhalb oder gleich dem Grenzwert gelten als urspriinglich
reaktiv im Sinne des TeSeE SAP Kit Instruktionen und sollten, ausgehend vom urspriinglichen
Homogenat im Doppelansatz erneut getestet werden.
Nach Wiederholung des Tests gilt eine Probe als positiv im Sinne des TeSeE SAP Kit Instruktionen,
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wenn mindestens eine der beiden Messungen positiv ist (gréBer oder gleich dem Grenzwert).

Die Probe gilt als negativ im Sinne des TeSeE SAP Kit Instruktionen, wenn die beiden Werte
niedriger als der Grenzwert sind.

Im Doppelansatz getestete Proben, die im Sinne des TeSeE SAP Kit Instruktionen als negativ
gelten, fiir die aber einer der 2 Werte nahe an dem Grenzwert liegt (Grenzwert minus 10%), sind mit
Vorsicht auszuwerten.

2-8 Verfahrensgrenzen

Beim Homogenisierungsschritt der Proben (2.6.2) kénnen Schwierigkeiten auftreten, wenn
getrocknete oder aus peripherem Gewebe entnommene Proben verwendet werden. Bei dieser Art
von Proben muss der Homogenisierungsschritt ggf. mehrmals wiederholt werden.

Ein negatives Ergebnis bedeutet, dass die getestete Probe keine durch das TeSeE SAP Combi Kits
nachweisbaren PrPs enthalt. Da sehr niedrige Konzentrationen an PrP* allerdings dem Nachweis
entgehen konnen, schlieBt ein solches negatives Ergebnis die Mdglichkeit einer Infektion nicht aus.
Jede Probe, welche ein reproduzierbares, positives Ergebnis gemaB den Auswertekriterien des
Tests aufweist, muB im jeweiligen Nationalen Refernzlabor fir TSEs oder in Ausnahmaféllen im
Referenzlabor der EU bestatigt werden.

3 - ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN
e Destilliertes oder vollsténdig entionisiertes Wasser (ultrapur).
e 20 000 ppm (Endkonzentration) und 1M Natriumhydroxid (Endkonzentration).
e Saugféhiges Papier.
e Einmalhandschuhe.
e Schutzbrille oder Schutzmaske mit Visier.

Reinigungsschritt :
* 2 ml Mikro-Probenréhrchen vom Typ Eppendorf aus Polypropylen mit VerschluBkappen und
einem entsprechenden Rohrchensténder.
e Automatisch oder halbautomatisch einstellbare Pipetten, mit denen sich Volumen zwischen 20 pl
und 500 pl verteilen lassen.
e Gewebehomogenisator : Ribolyser oder TeSeE Precess 24 oder TeSeE Precess 48 oder Precellys
Evolution System.*
e Zentrifuge®, passend flr die 2 ml-Réhrchen.
e Einen Inkubator* fir 2 ml-Réhrchen mit einem auf 37 + 2 °C eingestellten Thermostat und einen
Inkubator* fir 2 mI-Réhrchen mit einem auf 100 + 5 °C eingestellten Thermostat.
Fir die halbautomatische Reinigung der Probe: System TeSeE NSP.

Nachweisschritt :

e Automatisch oder halbautomatisch einstellbare Pipetten, mit denen sich Volumen zwischen 50 pl,
100 pl, 200 pl und 1000 pl verteilen lassen.

e Messzylinder zu 10 ml, 20 ml und 100 ml.

e Behalter fr infektiose Abfélle

e Inkubator fur Mikrotiterplatten mit einem auf 37 + 2 °C eingestellten Thermostat™.

e Kihizelle mit 2-8 °C.

e Automatisches und halbautomatisches Waschsystem flir Mikortiterplatten®.

¢ Ablesegerét fir Mikrotiterplatten (mit Filtern zu 450 nm und 620 nm ausgestattet)*.

¢ Mikrotiterplatten-System fiir die Automatisierung der einzelnen Abschnitte des Testprotokolls.
Die Funktionsweise des Systems bei der Abarbeitung des Tests muB mit den Bedingungen des
Testprotokolls tbereinstimmen.*

* Bitte kontaktieren Sie Ihre lokale Bio-Rad Niederlassung um eine Liste der verfiigbaren Geréte zu
erhalten.
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4 - VORSICHTSMASSNAHMEN
Die Qualitat der Ergebnisse hangt von der Einhaltung der folgenden Prinzipien der Guten
Laborpraxis ab:

® Reagenzien bei 2-8 °C lagern.

e Reagenzien nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

e Die rekonstituierte und bei Raumtemperatur (18-30 °C) aufbewahrte Proteinase K im Zeitraum von
6 h verwenden.

® Reagenzien von TeSeE SAP Kits mit unterschiedlichen Chargen-Nr. nicht fir denselben
Testansatz mischen, mit Ausnahme der generischen Bestandteile : Waschlésung (R2),
Probenverdiinnungsmittel (R6), Peroxidase-Substratpuffer (R8), Chromogen (R9), Stopplésung
(R10), Probenréhrchen, Reagenz A und Reagenz B.

e Waschlésung (R2), Probenverdiinnungsmittel (R6), Peroxidase-Substratpuffer (R8), Chromogen
(R9), Stopplésung (R10) und Probenrdhrchen kdnnen mit allen Kits der TeSeE Produktlinie
verwendet werden (TeSeE, TeSeE SAP und TeSeE Sheep/Goat Tests).

e Reagenzien vor Gebrauch Uber einen Zeitraum von 30 min auf Raumtemperatur (18-30 °C)
erwérmen lassen.

e Reagenzien sorgféltig ansetzen und dabei jegliche Verunreinigung vermeiden.

e Den Test nicht in Gegenwart von reaktiven Ddmpfen (Sauren, Basen, Aldehyden) oder Staub, die
die Enzymaktivitdt des Konjugats beeintrachtigen konnten, durchftihren.

¢ AusschlieBlich Probenréhrchen aus Polypropylen verwenden.

e Grindlich gewaschene und in destilliertem Wasser gereinigte Artikel aus Glas oder vorzugsweise
Einmalmaterialien verwenden.

e Die Mikrotiterplatte zwischen dem AbschluB eines Waschvorgangs und der Verteilung der
nachsten Reagenzien nicht langer als 5 min trocknen lassen.

e Die Enzymreaktion ist gegen Metalle und Metallionen jeglicher Art sehr empfindlich.
Dementsprechend durfen die verschiedenen Losungen, die das Konjugat oder das Substrat
enthalten, nicht in Kontakt mit Metallelementen gebracht werden.

e Die Entwicklungslosung (Substratpuffer und Farbbildner) missen farblos sein. Tritt wenige
Minuten nach der Herstellung der Entwicklungslésung eine Farbreaktion auf, bedeutet dies, dass
das Reagenz nicht verwendet werden darf und durch ein neues Reagenz ersetzt werden muB. Die
Entwicklungsldsung sollte vorzugsweise in Plastikbehaltern zum Einmalgebrauch oder in, zuvor in
1 N HCI gewaschenen und in destilliertem Wasser gereinigten und getrockneten Materialien oder
Glasartikeln zubereitet werden. Diese Losung unbedingt im Dunkeln aufbewahren.

e Fir jede Probe eine neue Pipettenspitze verwenden.

e Das Waschen der Vertiefungen ist ein wesentlicher Schritt des Verfahrens: die empfohlene
Anzahl von Waschzyklen einhalten und sicherstellen, dass die Vertiefungen zundchst vollstandig
gefilit und anschlieBend vollstandig geleert werden. Unkorrektes Waschen kann zu unkorrekten
Ergebnissen fuhren.

e Fir die Verteilung des Konjugats und der Entwicklungslosung niemals denselben Behélter und
dieselbe Pipette verwenden.

5 - HYGIENE- UND SICHERHEITSVORKEHRUNGEN

Die MaBnahmen zur biologischen Sicherheit, die Hygiene- und Sicherheitsvorkehrungen und die
Regeln der Guten Laborpraxis miissen den jeweils geltenden Richtlinien der nationalen Behorden
entsprechen.

e Samtliche Reagenzien des Kits sind zum Gebrauch fiir die “in vitro” Diagnostik bestimmt.

¢ Bei der Handhabung der Reagenzien und der Proben Einmalhandschuhe tragen und anschlieBend
die Hande griindlich waschen.

e Nicht mit dem Mund pipettieren.

¢ Behalter aus Polypropylen verwenden, um Verletzungen durch zerbrochenes Glas vorzubeugen.

e Samtliche Materialien, die in direkten Kontakt mit den Proben und den Waschlésungen kommen,
gelten als kontaminiert.

e Das Verspritzen von Proben oder von Proben-haltigen Lsungen vermeiden.
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1.

e Kontaminierte Arbeitsflachen mussen mit 20 000 ppm Natriumhypochlorit-Lésung gereinigt
werden. Handelt es sich bei der kontaminierenden Flissigkeit um eine S&ure, missen die
Arbeitsflachen zunédchst mit Natriumhydroxid neutralisiert werden, bevor Bleiche verwendet wird.
Arbeitsflachen sind mit destilliertem Wasser zu reinigen, mit Athanol zu trocknen und mit saugfahigem
Papier abzuwischen. Die fiir die Sduberung verwendeten Materialien missen in einem speziellen
Abfallbehélter als kontaminierte Abfalle entsorgt werden.

® Proben, Arbeitsmaterialien und kontaminierte Produkte sind zu entsorgen, hachdem sie wie folgt
dekontaminiert wurden:

- entweder durch Einweichen in 1 M (Endkonzentration) Natriumhydroxid fiir eine Dauer von 1 h bei
Raumtemperatur (18-30 °C),

- oder durch Einweichen in 20 000 ppm Natriumhypochlorit-Lésung fiir eine Dauer von 1 h bei
Raumtemperatur (18-30 °C),

- oder durch Behandlung im Autoklaven bei mindestens 134°C fir eine Dauer von mindestens
18 min und mit einem Druck von 3 bar.

Anmerkung: Lésungen, die Natriumhypochlorit-Lé6sung oder Reagenz B enthalten, nie im

Autoklaven behandeln.

e Samtliche Aktivitdten im Zusammenhang mit Screeninguntersuchungen fiir die Ubertragbare
spongiforme Enzephalopathie (TSE) unterliegen gesetzlichen Bestimmungen und sind in einem
Labor mit einem isolierten Bereich mit begrenztem und kontrolliertem Zugang durchzufiihren, der
ausschlieBlich fir diese Aktivitaten bestimmt ist. Fir die Sicherheit des Bedienungspersonals sind
Laborkittel, Uberschuhe, Handschuhe, Schutzmaske mit Visier oder eine einfache Schutzmaske
mit Sicherheitsglas zu tragen.

¢ Das Bedienungspersonal muB besonders im Hinblick auf die von den Krankheitserregern von TSE
oder Prionen ausgehenden Gefahren sowie die anerkannten Verfahren zur Dekontaminierung von
unkonventionellen Krankheitserregern geschult sein.

e Jeglichen Kontakt des Substratpuffers, des Farbbildners und der Stopplésung mit Haut und
Schleimhauten vermeiden.

e Samtliche Waschlosungen, Waschriickstédnde oder andere Flissigkeiten, die biologische Proben
enthalten, vor deren Entsorgung neutralisieren und / oder im Autoklaven behandeln

e Bezlglich Empfehlungen zu Risiken und VorsichtsmaBnahmen in Zusammenhang mit einigen
Chemikalien in diesem Testkit sind das/die Piktogramm(e) auf den Etiketten und die Angaben am
Ende der Gebrauchsanweisung zu beachten. Das Sicherheitsdatenblatt ist auf www.bio-rad.com
erhaltlich.
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1 - ALLGEMEINE INFORMATION

Die Bio-Rad TSE-Sreeningtests werden mit einer Gewebeprobe aus dem Zentralnervensystem
(ZNS) von 350 + 40 mg durchgefiihrt. Die spezifische anatomische Region zum Nachweis von PrPs
bei infizierten Tieren ist der Hirnstamm, noch praziser im Bereich des Nervus vagus-Kerns in der
Obex- Region. In diesem Bereich des Hirnstamms ist die Konzentration von PrPs am héchsten.

Gehirn

Probenregion
(rechts oder links)

Obex

Querschnitt durch den Hirnstamm auf der Ebene
des Obex, in dem die wichtigsten Zielstellen fiir
eine histopathologische und immunhistochemische
Diagnostik von BSE (Nucleus solitarius [1] und
Trigeminuskern V [2]) und von Scrapie (dorsaler
Vaguskern [3]) eingezeichnet sind.

Ruckenmark

(Quelle: OIE - Manual of Diagnostic
Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals)

1-1 Probenentnahme im Schlachthof

Der Hirnstamm kann mit einem geeigneten Instrument oder Probenentnahmeloffel einfach und
schnell entnommen werden. Die Entnahme erfolgt tiber das Foramen occipitale ohne Offnung der
Schadelhdhle.

Probenentnahme mit dem Bio-Rad-Probenentnahmelo6ffel
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1-2 Weiterverarbeitung der Proben im Labor

Die gesamte Hirnstammprobe wird an das Testlabor eingeschickt. Dabei ist sicherzustellen, dass
die entsprechenden MaBnahmen zur Gewéhrleistung der biologischen Sicherheit eingehalten
werden, die von den Behdrden des betreffenden Landes empfohlen werden. Im Labor wird
die entsprechende Menge Gehirnmaterial aus der Obex-Region geschnitten (Skalpell, Klinge,
...) oder mit der Bio-Rad-Probenspritze (Bestell-Nr.: 3551175) entnommen. Mit dieser
Probenspritze kann die notwendige Menge aus dem richtigen anatomischen Bereich schnell und
sicher und ohne Risiko von Schnittverletzungen entnommen werden.

Im Folgenden wird das richtige Vorgehen bei der Probenentnahme aus der Obex-Region mit der
Bio-Rad-Probenspritze beschrieben, bei der eine Gewebeschadigung vermieden wird.

2 - Bio-Rad-PROBENSPRITZE

Die Bio-Rad-Probenspritze besteht aus einem griinen Kolben und einem transparenten
Spritzenkorpus. Der Spritzenkorpus ist mit einer Reihe geometrischer Formen markiert. (O > |)

Markierungen (schwarz)  Schneidedraht

y
@ f {)Bio-Rad O | > O 1 > 0O
Kolben (grtin) Spritzenkorpus
(transparent)

3 - FUR DEN TEST BENOTIGTE PROBENMENGE

Die Probenmenge sollte den Raum zwischen zwei Symbolen derselben Form einnehmen; dies
entspricht einer Menge (m) von 350 +/- 40 mg.

m m

S T e B

4 - BEDIENUNGSANLEITUNG

® Probenspritze zur Hand nehmen und den griinen Kolben ungefédhr 1 cm aus seiner
Ausgangsposition herausziehen und danach wieder in die Ausgangsposition driicken.

e Den Hirnstamm fest in eine Hand nehmen und dabei einen Einmalschutz (Plastiktite,
Handschuh usw.) verwenden, um eine mdégliche Kreuzkontamination zwischen den Proben zu
vermeiden. Das Ende des Hirnstamms sollte zugénglich bleiben.

e Mit der anderen Hand das offene Ende der Probenspritze auf die rechte oder linke Seite am
Ende des Hirnstamms aufsetzen.

Anmerkung: Nach der Probenentnahme muss ein vollstdndiger halber Querschnitt des

Hirnstamms mit intakter Obex-Region verfiigbar bleiben, damit ein Bestitigungstest
durchgefiihrt werden kann.
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e Den Spritzenkorpus langsam in den Hirnstamm einflihren und dabei den griinen Kolben
festhalten (verhaltnismaBig zum Gehirnstamm).

Anmerkung: Bei der Entnahme der Probe aus der Obex-Region darauf achten, dass der
Spritzenkorpus auf der ausgewdhlten Seite des Hirnstamms bleibt.

¢ Die Einfiihrung des Spritzenkorpus wird beendet, wenn das vordere Ende des Spritzenkorpus
die obere Grenze der Probenzone erreicht hat.

e Den Probenkern durch eine komplette Umdrehung des Spritzenkorpus abschneiden.

® Die Probenspritze langsam aus dem Hirnstamm herausziehen und darauf achten, dass
die benachbarten Gewebe nicht beschadigt werden. Der restliche Hirnstamm kann in das
urspriingliche Probenbehaltnis zurlickgelegt werden.

* Die entnommene Probe auf Luftldcher Uberpriifen. Notigenfalls kann die Probe komprimiert
werden, indem das vordere Ende des Spritzenkorpus verschlossen und der griine Kolben
solange heruntergedriickt wird, bis die Luftlécher verschwunden sind. Dabei ist sicherzustellen,
dass das Gewebe, das sich direkt an der Offnung des Spritzenkorpus befindet, erhalten bleibt.

¢ Das vordere Ende des Spritzenkorpus festhalten und den griinen Kolben bis zum néchsten
Symbol bewegen.

o Uberpr[]fen, dass die Probe mindestens eine “m” entsprechende Zone einnimmt, wie dies im
vorigen Abschnitt dieser Anleitung beschrieben wurde (fir den Test benétigte Probenmenge).

e VVon einem Homogenisierungsrohrchen den Deckel abnehmen. Den griinen Kolben der
Probenspritze vorsichtig bis zum néchsten identischen Symbol herunterdriicken, um
sicherzustellen, dass die richtige Gewebemenge (“m”) in das Homogenisierungsréhrchen
gegeben wird. Dabei muss der Kolben wie unter “Fur den Test bendtigte Probenmenge”
angegeben bis zur entsprechenden Position des ndchsten Symbols gedriickt werden.

e Den Probenkern abschneiden, in dem das vordere Ende der Probenspritze gegen den
Innenrand des Homogenisierungsréhrchens gedriickt wird.

e Der nicht verwendete Teil des Probenkerns kann aufbewahrt werden, indem die Probenspritze
in das urspriingliche Behéltnis mit dem restlichen Teil des Hirnstamms gegeben wird.
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5 - VORSICHTSMASSNAHMEN/HINWEISE

Wie fiir jedes Pipettiergerat empfiehlt Bio-Rad ein regelmaBiges Monitoring der Anwender, die
die Probenspritze verwenden, anhand einer statistisch reprasentativen Anzahl von Proben, um
sicherzustellen, dass das Gewicht der Proben im richtigen Bereich liegt.

Die Probenspritzen sind zur Einmalverwendung bestimmt und nach Gebrauch zu entsorgen, um
eine Kreuzkontamination der Proben zu vermeiden.

Die Probe muss mit allen gebotenen VorsichtsmaBnahmen entnommen werden, um das
Kontaminationsrisiko fiir die Anwender so gering wie méglich zu halten.

Gebrauchte Spritzen sind nach Dekontamination zu entsorgen (siehe unter Gesundheits- &
Sicherheitsinstruktionen).

Falls der Probenkern trotz korrekter Durchfiihrung des Entnahmeverfahrens nicht den gesamten
Spritzenkorpus ausflllt, wird geraten, die Probe zu wiegen.

6 - GESUNDHEITS- & SICHERHEITSINSTRUKTIONEN

Die Hygienebedingungen, die MaBnahmen zur Sicherstellung der biologischen Sicherheit und
die GLP-(Good Laboratory Practice)-Regeln mussen den gesetzlichen Bestimmungen des
betreffenden Landes entsprechen.

Die Probenspritze ist nur zu Verwendung bei der In-vitro-Diagnostik bestimmt.

Bei der Handhabung von Reagenzien und Proben Einmalhandschuhe tragen und nach der
Handhabung Héande griindlich waschen.

Alle Materialien, die in direkten Kontakt mit den Proben gekommen sind, miissen als kontaminiert
angesehen werden.

Kontaminierte Flachen mussen mit einer 20 000 ppm Natriumhypochlorit-Lédsung gereinigt
werden. Wenn die kontaminierende FlUssigkeit eine Saure ist, missen kontaminierte Flachen
zuerst mit Natriumhydroxid neutralisiert werden, bevor Natriumhypochlorit verwendet
wird. Die Flachen missen mit destilliertem Wasser gespllt, mit Ethanol getrocknet und mit
saugfahigem Papier abgewischt werden. Das zur Reinigung verwendete Material muss in ein fir
kontaminierten Abfall vorgesehenes Behaltnis entsorgt werden.

Proben, Verbrauchsmaterialien und kontaminierte Produkte missen nach der Dekontamination
durch eine der folgenden Methoden entsorgt werden:
-durch Einlegen in 1 M Natriumhydroxid (Endkonzentration) fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur (18-30 °C).
-durch Einlegen in 20 000 ppm Natriumhypochlorit-Lésung fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur (18-30 °C).
- durch Autoklavieren bei einer Temperatur von mindestens 134°C fiir mindestens 18 min bei
einem Druck von 3 bar.
- Anmerkung: Bleichmittelhaltige L6sungen diirfen niemals autoklaviert werden.

Alle Verfahren bei Screeningtests auf Transmissible Spongiforme Enzephalopathie (TSE)
unterliegen &rtlichen Sicherheitsbestimmungen und mussen in einem isolierten, rdumlich
abgegrenzten und Zugangskontrollen unterliegenden Labor durchgefuhrt werden, das
ausschlieBlich fur diese Tests verwendet wird. Um die Sicherheit der Anwender sicherzustellen,
sind ein Labormantel oder Arbeitsoverall, Uberschuhe, Handschuhe (2 Paar), eine Schutzmaske
mit Visier oder eine einfache Schutzmaske mit Sicherheitsbrille erforderlich.

Die Anwender mussen eine spezielle Schulung Uber die Risiken durch TSE-Agenzien oder
-prionen und die validierten Dekontaminationsmethoden fiir nicht konventionelle Agenzien
erhalten. Die MaBnahmen zur Gewahrleistung der biologischen Sicherheit missen den
gesetzlichen Richtlinien des betreffenden Landes entsprechen.
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* TO31 MPOAYKT CbABPXKA YOBELIKU UM KUBOTUHCKN KOMMOHEHTU. bbeTe BHUMATENHU npy paboTa C
Hero.

e AFERTEABYWES |, FIOLE,

cAERBENBURS , BOORE,

* Tento vyrobek obsahuje lidské nebo zviteci komponenty. Zachazejte s nim opatrné.

¢ Dieses Produkt enthalt Bestandteile menschlichen oder tierischen Ursprungs. Vorsichtig handhaben.

 Dette produkt indeholder humane og animalske komponenter. Skal behandles med forsigtighed.

* Kéesolev toode sisaldab inim-v6i loomseid komponente. Kasitseda ettevaatlikult.

* This product contains human or animal components. Handle with care.

 Este producto contiene componentes humanos o animales. Manejar con cuidado.

* Tassé tuotteessa on ihmisesta tai eldimista peraisin olevia osia. Kasittele varovasti.

* Ce produit contient des composants d’origine humaine ou animale. Manipuler avec précaution.

* AUTO TO TPOIGY TEpLEXEL avBpdiva 1) {wIKA OTolXela. XEIPLOTEITE TO PE MPoooxXN.

* Ovaj proizvod sadrzi ljudske ili Zivotinjske sastojke. Pazljivo rukovati.

o A készitmény emberi vagy dllati eredet(i dsszetevéket tartalmaz. Ovatosan kezelend.

* Questo prodotto contiene componenti umane o animali. Maneggiare con cura.

e ARBICRENELRBYRROBERIABENET, BWRWVWICTEETEV,

o 2 MES MY £ SEReHS H=20| ZEE|o| JELICH FZ ol FIstAIZ| BHRLICH

« Siame produkte yra zmogiskosios arba gyviininés kilmés sudetiniy daliy. Elgtis atsargiai.

 Dan il-prodott fih komponenti umani jew tal-annimali. Uza b’attenzjoni.

 Dit product bevat menselijke of dierlijke bestanddelen. Breekbaar.

o Dette produktet inneholder humane eller animalske komponenter. Handteres med forsiktighet.

 Niniejszy produkt zawiera sktadniki pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego. Nalezy obchodzi¢ sig z nim
ostroznie.

¢ Este medicamento contém componentes de origem humana ou animal. Manuseie com cuidado.

 Acest produs contine materiale de origine umana sau animald. Manevrati-I cu grija.

* Denna produkt innehaller bestandsdelar fran manniska eller djur. Hantera produkten varsamt.

¢ |zdelek vsebuje Cloveske ali zivalske sestavine. Rokujte previdno.

¢ Tento vyrobok obsahuje ludské alebo zvieracie zlozky. Narabajte s nim opatrne.
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H226 - H314 - H317 - H334 - H412
P210 - P261 - P280
P305+P351+P338 - P302+P352
P333+P313 - P273 - P501

(BG)

onacHo

3ananMMu Te4YHocT W napu. [pUUYUHABA TeXKM
M3rapaHua Ha Koxara v CepuO3HO yBpex/JaHe Ha ouuTe.
Moxe Aa NpUYnHM anepryHa KoxHa peakuus. Moxe aa
NPUYUHN anepruyHn uan acTMaTUyHM CUMNTOMU UK
3aTpyAHeHUs B AMLIAHeTO Npu BAuwWwBaHe BpepeH 3a
BOJLHUTE OPraHu3Mu, C AbAroTPaeH edeKT.

[la ce nasm ot TonnuHa. TiOTIOHOMYyLWeEHeTO 3abpaHeHo.
N3bsareanTe BAMIWBAHE HA npax/nywek/ras/aum/
n3napeHus/aeposonu W3nonseante npeanasHu
pbKaBuuM/npeanasHo obneksno/npeanasHu oumna/
npepnasHa macka 3a nuue. NMPU KOHTAKT C OYUTE:
MNpomuBaiiTe BHUMATENHO C BOAA B MPOABL/DKEHUE HA
HAKOJIKO MUHYTU. CBasieTe KOHTaKTHUTe neuim, ako nma
TaKu1Ba W LLOKOJIKOTO TOBA € Bb3MOXHO. [poabikasante
na npomueare. MNP KOHTAKT C KOXATA: U3muiite
06WUnHO CbC canyH U Boaa. lMpu MosiBa Ha KOXHO
fApasHeHe wunum obpue Ha KoxaTa: [loTbpceTe
MeAMLMHCKN CbBeT/nomout. [la ce u3barea msnyckaHe
B OKONHaTa cpepa. M3xebpnete cbAabpxaHueTo/
KOHTelHepa B CbOTBETCTBUE C MECTHUTE/pervoHanHuTe/
HAaLMOHAIHUTE / MeXAYHAPOAHUTE pa3nopenbm.

(CN)

Bk

SR FZES. SR ERNRBN AR RG. "8l
RS S R R, W\ AT RE 5 | 23T S5 sk R s A I S R
KEEMEERIT B A KIS

TLE IR/ KA B/ HAGRE . ~ FIERIE. . BRI
DR/ BB R E . BT E/ IR/ EE
IREE/RBG R . WHEAIRES: FACNLORESLS e A
PR ARG AT S EM AN, BUHBRALARSE. SRE0fik. 4N
BRI AABIBEFIKER.  NEERBRRMERS:
RE/HL.  MERMEFRER. . ZRAM /K /@R /
EFFGIRIEAEY) | B

(CN) Traditional

TR

ZINREEFIZESR. SIERENRMNBHIREIAG ATl
RS R IE. BRI AES 218 Sk b I AE R o5 P AR R .
HKEEVARLBARPFAYE
EREMUR/ KAE/ BN/ EARE . - BRIEIRAE, .
BE/VE/ SRR/ BT /Y55 . R ETFE/ SRR/ R
RS /HE . . IMEARE: RO .
INFEFE AR G0 R (B EN Y, BUERREUREE. BTN,
WRZFSIhA: FARBRBIIKER. . MBERERIRIN
B KB/, . BRRHERED. . RRAt /e / ®
R/ EBRGIRENEY [ B

(C2)

Nebezpeci

Hoflava kapalina a pary. ZpUsobuje tézké poleptani kize
a poskozeni o¢i. Mlze vyvolat alergickou kozni reakci. PFi
vdechovani mize vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu
nebo dychaci potize. Skodlivy pro vodni organismy, s

pd LU

dlouhodobymi tcinky.

Chrarite pred teplem/jiskrami/otevienym plamenem/horkymi
povrchy. Zakaz koureni. Zamezte vdechovani prachu/dymu/
plynu/mlhy/par/aerosold. Pouzivejte ochranné rukavice/
ochranny odév/ochranné bryle/oblidejovy &tit. PRI ZASAZENI
OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni €ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout
snadno. Pokradujte ve vyplachovani. PRI STYKU S KUZi:
Omyjte velkym mnozstvim vody a mydla. Pfi podrazdéni
kéize nebo vyrézce: Vyhledejte lékaiskou pomoc/osetieni.
Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostfedi. Obsah/nadobu
likvidujte v souladu s mistnimi/regionalnimi/narodnimi/
mezinarodnimi predpisy.

(DE)

Gefahr

Flissigkeit und Dampf entziindbar. Verursacht schwere
Verétzungen der Haut und schwere Augenschaden. Kann
allergische Hautreaktionen verursachen. Kann bei Einatmen
Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen. Schéadlich fir Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.

Von Hitze/Funken/offener Flamme/heiBen Oberflachen
fernhalten. Nicht rauchen. Einatmen von Staub/Rauch/
Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden. Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz  tragen.
BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser splilen. Vorhandene Kontaktlinsen
nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spilen. BEI KONTAKT
MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife waschen. Bei
Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen/
arztliche Hilfe hinzuziehen. Freisetzung in die Umwelt
vermeiden. Entsorgung des Inhalts / des Behalters gemas
den ortlichen / regionalen / nationalen/ internationalen
Vorschriften.

(DK)

Fare

Brandfarlig veeske og damp. Forarsager sveere forbraendinger
af huden og ejenskader. Kan forérsage allergisk hudreaktion.
Kan forarsage allergi- eller astmasymptomer eller
andedraetsbesvaer ved indénding. Skadelig for vandlevende
organismer, med langvarige virkninger.

Holdes veek fra varme/gnister/aben ild/varme overflader.
Rygning forbudt. Undgé indanding af pulver/reg/gas/tage/
damp/spray. Beer beskyttelseshandsker/beskyttelsestoj/
ojenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse VED KONTAKT MED
QBJNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan geres let. Fortseet
skylning. VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt
saebe og vand. Ved hudirritation eller udslet: Sog leegehjeelp.
Undgé udledning til miljget. Bortskaffelse af indholdet/
beholderen i henhold til de lokale/regionale/nationale/
internationale forskrifter.

(EE)

Ettevaatust

Tuleohtlik vedelik ja aur. P6hjustab rasket nahasodvitust ja
silmakahjustusi. V6ib pohjustada allergilist nahareaktsiooni.
Sissehingamisel voib pdhjustada allergia- voi astma
stimptomeid v&i hingamisraskusi. Ohtlik veeorganismidele,
pikaajaline toime.

Hoida eemal soojusallikast/sademetest/leekidest/kuumadest
pindadest. Mitte suitsetada. Valtida tolmu/suitsu/gaasi/udu/
auru/pihustatud aine sissehingamist. Kanda kaitsekindaid/
kaitserivastust/kaitseprille/kaitsemaski. SILMA SATTUMISE
KORRAL: loputada mitme minuti jooksul ettevaatlikult
veega. Eemaldada kontaktlaatsed, kui neid kasutatakse
ja kui neid on kerge eemaldada. Loputada veel kord.
NAHALE SATTUMISE KORRAL: pesta rohke vee ja seebiga.
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Nahaarrituse voi _obe korral: pédrduda arsti poole. Valtida
sattumist keskkonda. Sisu/konteineri kditlus vastavuses
kohalike/regionaalsete/rahvuslike/rahvusvaheliste nduetega.

(EN)

Danger

Flammable liquid and vapour. Causes severe skin burns
and eye damage. May cause an allergic skin reaction. May
cause allergy or asthma symptoms or breathing difficulties if
inhaled. Harmful to aquatic life with long lasting effects.

Keep away from heat/sparks/open flames/hot surfaces. No
smoking. Avoid breathing dust/fume/gas/mist/vapours/spray.
Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/
face protection. IF IN EYES: Rinse cautiously with water for
several minutes. Remove contact lenses, if present and easy
to do. Continue rinsing. IF ON SKIN: Wash with plenty of
soap and water. If skin irritation or rash occurs: Get medical
advice/attention. Avoid release to the environment. Dispose
of contents/container in accordance with local/regional/
national/international regulations.

(ES)

Peligro

Liquidos y vapores inflamables. Provoca quemaduras
graves en la piel y lesiones oculares graves. Puede provocar
una reaccién alérgica en la piel. Puede provocar sintomas
de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de
inhalacion. Nocivo para los organismos acuaticos, con
efectos nocivos duraderos.

Mantener alejado de fuentes de calor/chispas/llama abierta/
superficies calientes. No fumar. Evitar respirar el polvo/el
humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol. Llevar guantes
que aislen del frio/gafas/mascara. EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta
facil. Seguir aclarando. EN CASO DE CONTACTO CON
LA PIEL: Lavar con agua y jabén abundantes. En caso de
irritacion o erupcion cutanea: Consultar a un médico. Evitar
su liberacion al medio ambiente. Eliminar el contenido o el
recipiente conforme a la reglamentacion local/regional/
nacional/internacional.

(F)
Vaara
Syttyvé neste ja hoyry. Voimakkaasti ihoa syovyttavaa ja
silmid vaurioittavaa. Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion.
Voi aiheuttaa hengitettynd allergia- tai astmaoireita tai
hengitysvaikeuksia. Haitallista vesielidille, pitkaaikaisia
haittavaikutuksia.
Suojaa lammoélta/kipindilta/avotulelta/kuumilta pinnoilta.
Tupakointi kielletty. Valta poélyn/savun/kaasun/sumun/
héyryn/suihkeen hengittdmistd. Kayta suojakéasineitd/
suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta. JOS
KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedella
usean minuutin ajan. Poista piilolinssit, _edical voi tehda
helposti. Jatka huuhtomista. JOS KEMIKAALIA JOUTUU
IHOLLE: Pese runsaalla vedella ja saippualla. Jos ilmenee
ihodrsytysta tai ihottumaa: Hakeudu laékariin. Valtettava
paastamistd ympaéristoon. Sailyta sailiot) noudattaen
isi Il

paikall | isia/kansallisia/kansainvalisia maarayksia.

(FR)

Danger

Liquide et vapeurs inflammables. Provoque des brilures de
la peau et des lésions oculaires graves. Peut provoquer une
allergie cutanée. Peut provoquer des symptomes allergiques
ou d’asthme ou des difficultés respiratoires par inhalation.
Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets
néfastes a long terme.

Tenir & I'écart de la chaleur/des étincelles/des flammes nues/

des surfaces chaudes. Ne pas fumer. Eviter de respirer les
poussieres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols. Porter
des gants de protection/des vétements de protection/un
équipement de protection des yeux/du visage. EN CAS DE
CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec précaution a I'eau
pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact
si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement
enlevées. Continuer a rincer. EN CAS DE CONTACT AVEC
LA PEAU: laver abondamment & I'eau et au savon. En cas
d’irritation ou d’éruption cutanée: consulter un médecin.
Eviter le rejet dans I'environnement. Eliminer le contenu/
récipient conformément a la réglementation locale/régionale/
nationale/internationale.

(GR)

Kivduvog

Yypb kot aTuol e0pAekta. TMpokahel coBapd
BEPUATIKK EYKAOPATO K&L 0POOAULKEG PA&RES. MTTOpEL
VO TIPOKOAEDEL OANEPYLKH DepUaTLK avTidpaon.
MTropel va TTpokaAéTeL GANEPY{X | CUUTITWHOT
&oBuatog i dVoTvolx Ot TrEP{TITWON €LOTIVOAG.
ETBAxBEG YL TOLG LBPORLOLG OPYBVIOUOUG, HE
UOKPOXPOVLEG ETTLTTTWOELG.

Makpl& oTtd BeppdTNTA/OTIWVOAPEG/YUUVEG PAOYEG/
Oepuéc emmuphvelec. Mnv kamviCeTe. ATropeldyeTe Vi
QVOTIVEETE OKOVN/QVRXOLULKOELG/ aépLa/oTaYOVIDLA/
ATHOUG/ekVEQWUATK. NO&X POPETE TIPOOTHTEVTIKK
YEVTLO/TTPOOTATELTIKK EVOUURTO/UECK GTOMLKAG
TpooTaolnG Y& Tap&TLa/TTpdowTTo. ZE MEPINTQSH
EMA®HZ ME TA MATIA: ZemAOveTe TIPOOTEKTLKK
He VvEPO yla pkeT& AemT&. E&v utr&pyouv @okol
ETTAPAG, KPALPECTE TOUG, £POOOV elval g0KOANO.
SuvexioTe va EetAévete. SE MEPINTQSH ENA®HE ME
TO AEPMA: MAOveTe pe &pBovo vepd koL oarrouvl. Eév
TIpaTnPnOel epebLopdg Touv dépUaTog i epavIoTEL
eEvONux: ZvpBouhevBeite/EmiokepBelTeyLaTpod.
N atro@edyeTal n eAeuBépwon oTo TrEPLBAANOV.
ATTOppIYTE TO TTEPLEXOMEVD/BOXEIO TUHPWVX HE TOUG
TOTTLKOUG/ eBVIKOOG/dLeBVE( KAVOVIOHOUG.

(HR)

Opasnost

Zapaljiva tekucina i para. Uzrokuje teSke opekline koze i
ozljede oka. MoZze izazvati alergijsku reakciju na kozi. Ako se
udiSe moze izazvati simptome alergije ili astme ili poteSkoce
s disanjem Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim uéincima.
Cuvati odvojeno od topline/iskre/otvorenog plamena/vrucin
povrsina. — Ne pusiti. Izbjegavati udisanje prasine/dima/
plina/magle/pare/aerosola. Nositi zastitne rukavice/zastitnu
odijelo/zastitu za odi/zastitu za lice. U SLUCAJU DODIRA
S OCIMA: oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti
kontaktne le¢e ukoliko ih nosite i ako se one lako uklanjaju.
Nastaviti ispiranje. U SLUCAJU DODIRA S KOZOM: oprati
velikom koli¢inom sapuna i vode. U slu€aju nadrazaja ili osipa
na kozi: zatraziti savjet/pomoc lije¢nika. Izbjegavati ispustanje
u okoli$. OdloZite sadrzaje /spremnike u skladu s lokalnim/
regionalnim/nacionalni/medunarodnim odredbama.

(HU)

Veszély

Tlzveszélyes folyadék és géz. Smarkiai nudegina odg ir
pazeidzia akis. Allergias bdrreakciét vélthat ki. Belélegezve
allergias és asztmas tlineteket, és nehéz 1égzést okozhat.
Artalmas a vizi vilagra, hosszan tarté karosodast okoz.
Hétél/szikratol/nyilt langtol/forrd fellletektdl tavol tartandd.
Tilos a dohanyzas. Kerllje a por/flst/gaz/kéd/g6zok/
permet belélegzését. Védodkesztyl/védbruha/szemvéds/
arcvédd hasznlata kételezd. SZEMBE KERULES esetén:
Tobb percig tartd ovatos Oblités vizzel. Adott esetben
a_kontaktlencsék eltavolitdsa, ha kdénnyen megoldhaté.
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Az oblités folytatasa. HA BORRE KERUL: Lemosas bd
szappanos vizzel. Bérirritacié vagy kiltések megjelenése
esetén: orvosi ellatast kell kérni. Kerlini kell az anyagnak a
kérnyezetbe vald kijutasat. Az edény tartaimat / a tartalyt
a helyi/regiondlis/nemzeti/nemzetkdzi szabalyozasoknak
megfelel6en kell hulladékként elhelyezni.

(m

Pericolo

Liquido e vapori inflammabili. Provoca gravi ustioni cutanee
e gravi lesioni oculari. Pud provocare una reazione allergica
cutanea. Pud provocare sintomi allergici o asmatici o
difficolta respiratorie se inalato. Nocivo per gli organismi
acquatici con effetti di lunga durata.

Tenere lontano da fonti di calore/scintille/fiamme libere/
superfici riscaldate. Non fumare. Evitare di respirare la
polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol. Indossare
guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il viso.
IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare
accuratamente per parecchi minuti. Togliere le eventuali
lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a sciacquare.
IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: lavare
abbondantemente con acqua e sapone. In caso di irritazione
o eruzione della pelle: consultare un medico. Non disperdere
nel’ambiente. Smaltire il prodotto/recipiente in conformita
con le disposizioni locali / regionali / nazionali / internazionali.
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Pavojinga

Degus skystis ir garai. Smarkiai nudegina oda ir pazeidzia
akis. Gali sukelti alergine odos reakcija. |kvépus gali sukelti
alergine reakcija, astmos simptomus arba apsunkinti
kvépavima. Kenksminga vandens organizmams, sukelia
ilgalaikius pakitimus.

Laikyti atokiau nuo Silumos Saltiniu/ZieZirbu/atviros liepsnos/
karsty pavirSiy. Nertkyti. Stengtis nejkvepti dulkiy/dumuy/
duju/ruko/gary/aerozolio. Muvéti apsaugines pirstines/
deveti apsauginius drabuZius/naudoti akiy (veido) apsaugos

priemones. PATEKUS | AKIS: Kelias minutes atsargiai plauti
vandeniu. ISimti kontaktinius leSius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai
galima tai padaryti. Toliau plauti akis. PATEKUS ANT ODOS:
Nuplauti dideliu kiekiu muilo ir vandens. Jeigu sudirginama
oda arba jg iSberia: kreiptis j gydytoja. Saugoti, kad nepatekty
i aplinka. Turinj/talpg iSpilti (iSmesti) - Salinti pagal vietines /
regionines / nacionalines / tarptautines taisykles.

(NL)

Gevaar

Ontvlambare vloeistof en damp. Veroorzaakt ernstige
brandwonden en oogletsel. Kan een allergische huidreactie
veroorzaken. Kan bij inademing allergie- of astmasymptomen
of ademhalingsmoeilijkheden veroorzaken. Schadelijk voor
in het water levende organismen, met langdurige gevolgen.
Verwijderd houden van warmte/vonken/open vuur/
hete oppervlakken. Niet roken. Inademing van stof/rook/
gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden. Beschermende
handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/
gelaatsbescherming dragen. BlJ CONTACT MET DE OGEN:
voorzichtig afspoelen met water gedurende een aantal
minuten; contactlenzen verwijderen, indien mogelijk; blijven
spoelen. BIJ CONTACT MET DE HUID: met veel water en
zeep wassen. Bij huidirritatie of uitslag: een arts raadplegen.
Voorkom lozing in het milieu. De inhoud en de verpakking
verwerken volgens de plaatselijke/regionale/nationale/
internationale voorschriften.

(NO)

Fare

Brennbar veeske og damp. Forarsaker alvorlige
hudforbrenninger og eyeskader. Kan forarsake allergiske
hudreaksjoner. Kan forérsake allergi, astmalignende
symptomer eller pusteproblemer ved inn&nding. Skadelig for
vannlevende organismer, langtidsvirkning

Holdes adskilt fra varme. Ikke reyk. Unngé innénding av stev/
royk/gass/sproytetdke/damp/aerosol. Bruk vernehansker/
verneklzer/vernebriller/ansiktsskjerm. VED KONTAKT MED
QDYNENE: Skyll forsiktig med vann i opptil flere minutter.
Fjern evt. kontaktlinser safremt dette er lett mulig. Fortsett
skyllingen. VED HUDKONTAKT: Vask med store mengder
vann og séape. Ved hudirritasjon eller -utslett: Kontakt / tilkall
lege. Unngé utslipp til miljget. Innholdet / emballasjen skal
avhendes i henhold til de lokale / regionale / nasjonale /
internasjonale forskrifter.

(PL)

Niebezpieczenstwo

katwopalna ciecz i pary. Powoduje powazne oparzenia
skéry oraz uszkodzenia oczu . Moze powodowa¢ reakcje
alergiczng skory. Moze powodowaé objawy alergii lub astmy
lub trudnosci w oddychaniu w nastgpstwie wdychania. Dziata
szkodliwie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate
skutki.

Przechowywa¢ z dala od Zrédet ciepta/iskrzenia/otwartego
ognia/goracych powierzchni. Palenie wzbronione. Unika¢
wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.
Stosowaé rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone
oczu/ochrong twarzy. W PRZYPADKU DOSTANIA SIE
DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut.
Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je fatwo
usungé. Nadal ptukaé. W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA: Umy¢ duzg iloscig wody z mydtem. W przypadku
wystgpienia podraznienia skéry lub wysypki: Zasiegnaé
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza. Unika¢ uwolnienia
do $rodowiska. Zawarto$¢ / pojemnik usuwac zgodnie z
przepisami miejscowymi / regionalnymi / narodowymi /
miedzynarodowymi.
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(PT)

Perigo

Liquido e vapor inflamaveis. Provoca queimaduras na pele e
lesdes oculares graves. Pode provocar uma reacgdo alérgica
cutanea. Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia
ou de asma ou dificuldades respiratérias. Nocivo para os
organismos aquaticos com efeitos duradouros.

Manter afastado do calor/da faisca/da chama aberta/das
superficies quentes. Nao fumar. Evitar respirar as poeiras/
fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. Usar luvas de
proteccao/vestuario de proteccédo/proteccdo ocular/
protecgao facial. SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS
OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se
tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar. SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e agua
abundantes. Em caso de irritagdo ou erupcgdo cutanea:
consulte um médico. Evitar a libertacdo para o ambiente.
Eliminar o contetido/recipiente de acordo com a legislacédo
local/regional/nacional/internacional.

(RO)

Pericol

Lichid si vapori inflamabili. Provoaca arsuri grave ale pielii
si lezarea ochilor. Poate provoca o reactie alergica a pielii.
Poate provoca simptome de alergie sau astm sau dificultati
de respiratie in caz de inhalare. Nociv pentru mediul acvatic
cu efecte pe termen lung.

A se pastra departe de surse de caldurd/scantei/flacari
deschise/suprafete incinse. Fumatul interzis. Evitati sa
inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-ul. Purtati
manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament
de protectie a ochilor/ chipament de protectie a fetei. IN
CAZ DE CONTACT CU OCHII: clatiti cu atentie cu apa timp
de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca
este cazul si dacd acest lucru se poate face cu usurinta.
Continuati s clatiti. IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA:
spalati cu multa apa si sdpun. in caz de iritare a pielii sau
de eruptie cutanata: consultati medicul. Evitati dispersarea
in mediu. Aruncati continutul/containerul in acord cu
regulamentele locale/regionale/nationale/internationale.

(SE)

Fara

Brandfarlig véatska och &nga. Orsakar allvarliga fratskador
p& hud och 6gon. Kan orsaka allergisk hudreaktion. Kan
orsaka allergi- eller astmasymtom eller andningssvarigheter
vid inandning. Skadliga langtidseffekter for vattenlevande
organismer.

Fér inte utsattas for varme/gnistor/dppen laga/heta ytor.
Rokning forbjuden. Undvik att inandas damm/rok/gaser/
dimma/angor/sprej. Anvand skyddshandskar/skyddsklader/
Sgonskydd/ansiktsskydd. VID KONTAKT MED OGONEN:
Skolj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gér latt. Fortsatt att skolja. VID
HUDKONTAKT: Tvatta med mycket tval och vatten. Vid
hudirritation eller utslag: Stk lakarhjalp. Undvik utslapp till
miljén. Innehéllet / behallaren avfallshanteras enligt lokala /
regionala / nationella / internationella foreskrifter.

Sl

Nevarno

Vnetljiva tekoCina in hlapi. Povzro¢a hude opekline koze in
poskodbe o¢i. Lahko povzro¢i alergijski odziv koze. Lahko
povzroci simptome alergije ali astme ali tezave z dihanjem
pri vdihavanju. Skodljivo za vodne organizme, z dolgotrajnimi
uginki.

Hraniti lo¢eno od vrocine/isker/odprtega ognja/vrocih
povrsin. Kajenje prepovedano. Ne vdihavati prahu/dima/
plina/meglice/hlapov/razprsila. Nositi zaSc¢itne rokavice/

zascitno obleko/zasCito za oci/zascito za obraz. PRI STIKU
Z OCMI: previdno izpirajte z vodo nekaj minut. Odstranite
kontaktne lece, Ce jih imate in e to lahko storite brez tezav.
Nadaljujte z izpiranjem. PRI STIKU S KOZO: umiti z veliko
mila in vode. Ce nastopi draZenje koze ali se pojavi izpuséaj:
poiscite zdravnisko pomoc/oskrbo. Prepreciti spros¢anje
v okolje. Vsebino/vsebnik odstranite v skladu z lokalnimi/
regionalnimi/narodnimi/mednarodnimi predpisi.

(SK)

Nebezpecenstvo

Horfava kvapalina a pary. Provoaca arsuri grave ale pielii
si lezarea ochilor. Moze vyvolat alergicku koznu reakciu.
Pri vdychnuti méze vyvolat alergiu alebo priznaky astmy,
alebo dychacie tazkosti. Skodlivy pre vodné organizmy, s
dlhodobymi G¢inkami.

Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohna/
hortcich povrchov. Nefajite. Zabrarite vdychovaniu prachu/
dymu/plynu/hmly/par/aerosélov. Noste ochranné rukavice/
ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare. PO
ZASIAHNUTI OCi: Niekolko mindt ich opatrne vyplachuijte
vodou. Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné,
odstrarite ich. Pokracujte vo vyplachovani. PRI KONTAKTE
S POKOZKOU: Umyte velkym mnozstvom vody a mydla. Ak
sa prejavi podrézdenie pokozky alebo sa vytvoria vyrazky:
vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost. Zabréarite uvolneniu
do Zivotného prostredia. Zneskodnenie obsahu/obalu v
stlade s miestnymi/oblastnymi/narodnymi/medzinarodnymi
nariadeniami.
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