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1 - GENERAL INFORMATION

Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSE'’s) are slow degenerative diseases of the
central nervous system induced by unconventional transmissible agents (UTAs) routinely
called prions.

TSEs are generally classified according to their etiology, as iatrogenic, familial and/or
sporadic. Sheep scrapie has been reported in the 18 century and transmission demonstrated
(including to goats). However, the modes of contamination within flocks remain obscure.
TSEs were also described in deer and elk (chronic wasting disease, CWD) and in cow (Bovine
Spongiform Encephalopathy, BSE).

Humans are also susceptible to certain forms of TSE. There is compelling evidence
supporting that Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) has passed from cattle to human,
probably through consumption of contaminated meat.

In addition to this variant form of Creutzfeldt-dJakob disease (vCJD), other forms in humans
include the Kuru and the iatrogenic Creutzfeldt-Jakob disease.

Pure hereditary forms (such as the Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome [GSS]) and/
or sporadic CJD have been demonstrated in humans, but their incidences are low. We do not
know if similar sporadic TSE cases exist in animals.

The main characteristics of these diseases are:

® a slowly progressive but always fatal course,

e absence of conventional infectious agents,

e progressive accumulation in the central nervous system of an abnormal isoform of
the natural prion protein (PrP) called PrPSe. This isoform is characterized by particular
biochemical properties and especially by an increased resistance to proteases.

The strikingly long incubation period that precedes the neurological symptoms suggests that
important events of TSE pathogeneses might take place in extra nervous sites and especially
in peripheral lymphoid tissues.

In spite of many unknown and/or incertitudes, the detection of abnormal PrPS¢ is now
established as the method, to confirm TSE diagnosis. This detection is mainly achieved from
post mortal collected nervous tissues.

Abnormal PrPsc has also been detected in a number of lymphoid tissues and organs: in the
germinal centres of spleen, lymph nodes, tonsils, and/or mucosa-associated lymphoid tissue
(but at the research area), in animal models or in scrapie sheep, CWD deer and elks and vCJD
patients.

Reagents designed by the “Commissariat & I’'Energie Atomique - CEA” (French Atomic
Energy Commission), developed, produced and marketed by Bio-Rad, allow PrPSc detection
on samples from Central Nervous System (CNS) and peripheral tissues taken from tested
animals.
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This determination comprises the following reaction steps:

¢ Purification of PrPs* (192 tests)
Step performed with the following reagents and accessories:

- TeSeE™ Sheep/Goat Purification Kit Ref.: 3551165

- Calibration syringe and needle (x 200) Ref.: 3551174
or TSE Calibrat Syringe + Needle VITA (x 200) Ref.: 12007909

- Medium beads Ref.: 3551171

¢ PrPsc detection (192 tests)
Step performed with the following reagents:
- TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kit Ref.: 3551166
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TeSeE™ Sheep/Goat PURIFICATION KIT

V¥ 192 ReF] 3551165

REAGENTS FOR IN VITRO PURIFICATION OF PrPs IN OVINE
AND CAPRINE
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PRINCIPLE OF PURIFICATION OF PrPs

The reagents of the TeSeE™ Sheep/Goat Purification Kit allow purification, concentration

and solubilisation of PrPs from samples of tissues obtained from infected ovine and

caprine.

Processing of the samples comprises the following steps:

e Sample homogenisation

e Digestion of PrP° with Proteinase K

e Purification and concentration of PrPs

e Solubilisation of PrP* for immunoenzymatic assay using the reagents of the TeSeE™ Sheep/
Goat Detection Kit.

SAMPLES

Purification of PrPSe is performed on samples from Central Nervous System (CNS)
or peripheral tissues (lymphoid nodes, spleen,...). Since distribution of PrPse is
heterogeneous in central nervous system, obex area from brainstem must be
preferably sampled for optimal detection. The sheep and goat extraction tool
(Ref.: 3551184) can be used to collect both brainstem and cerebellum.

Sampiles are cut and weighed individually.

Note: other tissues (tonsils, ileum, eyelid...) can be used for research purposes only.

Samples are stored at +2°C to +8°C when purification is performed within 24 hours
or can be stored frozen for several months. They can only be submitted to
3 freezing/thawing cycles. If these samples must be transported, they should be
packaged in accordance with current local regulations.

Brain

Sampling region
(right or left)

Obex

Cross section of the brainstem at the level of the
obex identifying the key target sites for diagnosis by
histopathology and immunohistochemistry in BSE
(nucleus of the solitary tract [1] and the nucleus of the
trigeminal tract V [2]) and scrapie (dorsal nucleus of the
vagus) [3]).

Spinal cord

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



2-3 COMPOSITION OF THE TeSeE™ Sheep/Goat PURIFICATION KIT

LABELLING TYPE OF REAGENTS PRESENTATION| STORAGE
Grinding tube containing ceramic beads 2 baas
Grinding Tube in a buffer solution (2x9 t?Jbes) +2°C to +25°C
Preservative: ProClin™ 300 (0.1%)

) . 1 bottle o o

Reagent 1 Denaturing solution (55 mi) +2°C to +8°C
Clarifying solution 1 bottle o o

Reagent 2 Colouring: bromophenol blue (55 ml) +2°C 1o +25°C
Resolving buffer 1 bottle o o

Reagent 3 Colouring: malachite green (7 ml) +2°C10+25°C
Proteinase K 1 bottle o o

PK Colouring: phenol red (0.5 ml) 2°C10+8°C

Reagent 2 and grinding tubes are generic components. They can be used with all batches of the

TeSeE™ sheep/goat Purification Kits.

2-4 PREPARATION OF REAGENTS

All reagents of the TeSeE™ Sheep/Goat Purification Kit except proteinase K are ready to use.

Reagent 1 is the dilution buffer for proteinase K.

The solution must be prepared in the following way (4 pl of proteinase K in 1 ml of reagent 1):

OFN g}"ﬁf{;s REAGENT 1 PROTEINASE K
2 1 ml 4l
10 3ml 124l
18 5ml 20 pl
26 7ml 28l
34 9 ml 36
42 11 ml 44 4l
S0 13 ml 52
58 15 ml 60 pl
66 17 ml 68
74 19 ml 76
82 21 ml 84 pl
90 23 ml 92 pl

The volumes must be pipetted exactly. The tip containing the PK has to be correctly rinsed

by successive aspiration/distribution cycles in reagent 1.

After reconstitution, homogenize the solution by successive inversions until you obtain a

red homogeneous solution.
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STORAGE, SHELF-LIFE

The reagents of the TeSeE™ Sheep/Goat kit (Ref.: 3551165) are stored at +2°C to +25°C except
for reagent 1 and the proteinase K which must be stored at +2°C to +8°C. All reagents are stable
at those temperatures until the expiry date indicated on the kit (before and after opening of the
bottles).

After dilution, the reconstituted proteinase K solution when stored at room temperature
(+18°C to +30°C) must be used within 6 hours.

PROCEDURE

For the semi-automatic processing of the purification protocol, please refer to the TeSeE™
NSP operator’s manual.

Procedure for manual processing:

1. Sampling:

- For obex samples, take a mass of 350 mg + 40 mg of nervous tissue.

- For peripheral tissues (tonsil, ileum, lymphoid nodes, eyelid, spleen,...), place a medium
bead (Ref.: 3551171) in the grinding tube, before adding the sample. Take a mass of
200 mg + 20 mg of tissue (if lymphoid node is used take from 2-3 different areas of the
outer cortex). Cut the tissue in 2-3 smaller pieces before depositing it in the grinding tube.

Close the tube firmly and proceed to the grinding step in the homogenizer.
2. Sample grinding:
Note: When a medium bead is to be used for the sample grinding, the TeSeE™ Precess

24™ cannot be used, as leakages are likely to occur.

Place the tubes in the crown of the homogeniser (Ribolyser® or TeSeE™ Precess 24™ or
TeSeE™ Precess 48™ systems) using the instrument parameters shown in the table below:

Obex Tissue Lymphoid Nodes
. TeSeE™ Precess 48™ ) - ™
Ribolyser® TeSeE™ Precess 24™ Ribolyser® | TeSeE™ Precess 48

Time (sec.) 45 45
Speed 6.5 6.5
Number of 5 N/A 5 N/A
cycles
Program - Program 1 - Program 2

If grinding is insufficient, another 1 or 2 agitation cycles can be performed. However, the
temperature of the tube must return to room temperature (18-30°C) between each cycle.
This can be accomplished by submersing the tubes in crushed ice.

Allow 5 minutes between each agitation cycle to let the instrument cool down.

3. Sample calibration:
Remove the grinding tubes from the homogenizer, resuspend the homogenate by inverting
before opening the tubes and aspirate 250 pl with the calibration syringe (Ref.: 3551174 or Ref.:
12007909) taking care to immerse the needle below the level of ceramic beads to avoid sampling
tissue fragments.
Transfer each 250 pl sample into a 2 ml Eppendorf micro test-tube.




Note:

At this stage, both grinding tubes after homogenisation and micro test-tubes after sample

calibration can also be stored, closed:

e at room temperature (+18°C to +30°C) for 8 hours.

e at +2°C to +8°C (in ice or in the refrigerator) for 15 hours.

e at -20°C for 1 year. Frozen samples must be thawed at room temperature (+18°C to +30°C).
Samples can be submitted to a maximum of 3 freezing/thawing cycles. Samples must
always be homogenized by inverting before use.

4. PK treatment:
Distribute 250 pl (+ 10%) of reconstituted proteinase K solution (see paragraph 2.4)
into each micro test-tube, homogenize and incubate at 37°C + 2°C in a heating block
incubator for 10 + 1 minute.
Perform series of several micro test-tubes and adapt the number of micro test-tubes to
the equipment used (automatic pipette/racks) to avoid exceeding intervals of 5 minutes for
distribution of reconstituted proteinase K between the first and last micro test-tube. Do not
exceed 2 minutes between the homogenization and the incubation at 37°C. Mix immediately
after adding proteinase K.
Homogenization of closed tubes is performed by inverting (10 times).

5. Precipitation of PrPs* with reagent 2:
Remove the micro test-tubes from the heating block incubator. Open them and
distribute 250 pl (+ 10%) of reagent 2 into each micro test-tube. Homogenize until
a homogeneous blue colour is obtained. Observe the same order of distribution as
described in step 4.
Do not exceed intervals of 2 minutes between the exit of the incubator and the mixing
homogenization.
Homogenization is performed under the same conditions as in step 4.

6. Concentration of the PrPs: (centrifugation):
Within 30 minutes after reagent 2 distribution and mixing, centrifuge (drum rotor) the
micro test-tubes for 5 minutes at 20.000 g or for 7 minutes at 15.000 g at 20°C.

7. Sample clarifying:
Discard the supernatant by inverting over a waste container when the centrifugation is over.
Dry the micro test-tubes by inverting onto absorbent paper for 5 minutes.
Distribute 25 pl (+ 10%) of reagent 3 into each micro test-tube.
Do not exceed an interval of 10 minutes between the end of the drying operation and
distribution of reagent 3.
Incubate immediately for 5 + 1 minute at 100°C + 5°C. Do not exceed 2 minutes between
the reagent 3 distribution and the beginning of the incubation.
Remove the micro-tubes from the incubator and homogenate with a Vortex (5 + 2 secondes).
Samples can be stored for 5 hours at +2°C to +8°C or frozen for 72 hours at -20°C. Frozen
samples must be thawed at room temperature (+18°C to +30°C) and homogenized with a
Vortex (5 + 2 secondes) before use.
Please refer to information on TeSeE™ Sheep/Goat Detection package insert (Ref.:
3551166) for detailed detection assay protocol.

For hazard and precaution recommendations relating to this test kit, please refer to the

pictogram(s) displayed on reagent labels and the information supplied at the end of this
instructions for use document. The Safety Data Sheet is available on www.bio-rad.com.
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2-7 LIMITS OF THE PURIFICATION PROTOCOL

Difficulties can be encountered during the grinding step when using dehydrated samples or
peripheral tissues. If necessary, the grinding step (step No.2 of the procedure) may need to
be repeated several times for this type of sample.

Wait a 5 minutes pause between the 2 agitation cycles.
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TeSeE™ Sheep/Goat DETECTION KIT

V¥ 192 ReF] 3551166

REAGENTS FOR IN VITRO DETECTION OF PrPs:IN OVINE AND CAPRINE
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3-1 PRINCIPLE OF PrPss DETECTION BY EIA

The TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kit is an immuno-enzymatic technique (sandwich format)
using 2 monoclonal antibodies for the detection of the abnormal prion protein, resistant to
proteinase K in tissues collected from infected ovine and caprine. The kit contains sufficient
reagents to assay 192 tests (including controls).

The solid phase is composed of 12 strips of 8 polystyrene wells coated with the first
monoclonal antibody. The second monoclonal antibody is bound to peroxidase.

The assay comprises the following reactive steps:

1.

Distribution of negative (R3) and positive controls (R4), samples prepared with the
reagents of the TeSeE™ Sheep/Goat Purification Kit (Ref.: 3551165) in the wells of the
microplate coated with the first monoclonal antibody. This distribution can be visually
controlled, as there is a marked colour difference between an empty well and a well
containing a sample.

. Incubation.

. Washing, then distribution of the peroxidase-labelled antibody. This distribution can

also be visually controlled by the colour difference between an empty well and a well
containing the conjugate solution.

. Incubation.

. Washing, then revelation of enzymatic activity bound to the solid phase by addition of

the substrate.

. Stopping of the colour development, determination of optical density at 450 nm - 620 nm

(bichromatism mode) and interpretation of the results.

3-2 SAMPLES

The assay can only be performed on samples obtained from collected tissues treated with the
TeSeE™ Sheep/Goat Purification Kit (Ref.: 3551165).

Purified samples must be diluted with reagent R6 of the TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kit.
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3-3

COMPOSITION OF THE KIT

LABELLING TYPE OF REAGENT PRESENTATION
Microplate: 12 strips of 8 wells coated with an anti-
R1 PrP monoclonal antibody 2 plates
Wash solution: 10-fold concentrated Tris-NaCl buffer 1 vial
R2 pH 74 (250 mi)
Preservative: ProClin™ 300 (0.01%)
Negative Control: PBS buffer pH 7.2 supplemented 1 vial
R3 with BSA @ mi)
Preservative: ProClin™ 300 (0.1%)
R4 Positive Control: Goat serum. Lyophilized 1 vial 1 vial
Preservative: ProClin™ 300 (0.1%) (2 ml)
Sample diluent: PBS buffer pH 7.2 supplemented 1 vial
R6 with BSA and phenol red (35 mi)
Preservative: ProClin™ 300 (0.1%)
Conjugate: 10-fold concentrated peroxidase-labelled
anti-PrP monoclonal antibody in PBS buffer pH 7.1 1 vial
R7 solution supplemented with bovine proteins and 2.7 mi)
coloured with phenol red ’
Preservative: ProClin™ 300 (0.1%)
Peroxidase Substrate Buffer: Solution of citric acid 1 vial
R8 and sodium acetate pH 4.0 containing 0.015% H,0, (60 mi)
and 4% dimethylsulfoxide (DMSO)
R9 Chromogen: Tetramethylbenzidine (TMB) solution. 25\::1';
I . . 1 vial
R10 Stop solution: 1 N sulphuric acid. (28 m)
Adhesive films 8

The following reagents are generic components: sample diluent (R6), wash solution (R2),
peroxidase substrate buffer (R8), chromogen (R9) and stop solution (R10). They can be
used with all batches of the TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kits.

PREPARATION OF REAGENTS

Before use, let the reagents of the TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kit adjust to room
temperature (+18°C to +30°C) for 30 minutes.

1- Ready to use reagents
Microplates (R1):
Before opening the vacuum-packed bag, let the microplate adjust to room temperature
(+18°C to +30°C) in its protective packaging to avoid any water condensation in the
wells. Open at the solder point and immediately return the unused rows to the sachet.
Tightly close the bag after expelling any air, then store at +2°C to +8°C.

The negative control (R3), sample diluent (R6) and stop solution (R10) are ready to use.
13 [EN]




2- Reagents to reconstitute

Wash solution (R2):
Dilute wash solution R2 to 1/10 in distilled water, ultrapure water (example 100 ml of
reagent R2 in 900 ml of distilled water).

Positive control (R4):

Gently tap the vial of positive control (R4) on the laboratory bench to detach any substance
adherent to the rubber stopper. Open the vial and dissolve the content with 2 ml of reagent
R6. Reseal the vial and let stand for approximately 1 minute, homogenizing gently and
occasionally to facilitate dissolution.

Conjugate (R7):

Dilute reagent R7 to 1/10 in the freshly reconstituted wash solution (example: 0.1 ml of
reagent R7 in 0.9 ml of reconstituted wash solution) bearing in mind that 1 ml of ready-for-
use conjugate is sufficient for 1 row. Homogenize gently. Avoid using a Vortex agitator.

Color development solution (R8 + R9):
Dilute reagent R9 to 1/11 in reagent R8 (example: 0.1 ml of reagent R9 in 1 ml of reagent
R8) bearing in mind that 1.1 ml of color development solution is sufficient for 1 row.

Homogenize gently. Avoid using a Vortex agitator.

3-5 STORAGE, SHELF-LIFE

Store the kit at +2°C to +8°C before use; all reagents are stable at this temperature until the
expiry date indicated on the Kkit.
The shelf-lives of the reagents after preparation are as follows:

LABELLING

REAGENT

SHELF-LIFE

R1

Microplate in tightly closed
sachet

1 month at +2°C to +8°C

R2 Diluted wash solution 24 hours at room temperature (+18°C to
+30°C)
2 weeks at +2°C to +8°C
R4 Reconstituted positive control | 2 hours at room temperature (+18°C to +30°C)
(with reagent R6) 4 hours at +2°C to +8°C
6 months at -20°C
It is recommended to devide the reconstituted
solution into
0.5 ml aliquots and store them immediately at
-20°C.
Can be submitted to 3 successive freezing/
thawing cycles.
R7 Reconstituted conjugate 8 hours at room temperature (+18°C to +30°C)
solution (with diluted wash
solution)
R8 + R9 Development solution 6 hours at room temperature (+18°C to +30°C)

always protected from light
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3-6 PREPARATION OF SAMPLES FOR PrP* DETECTION BY EIA

3-7

Purified samples (chapter 2.6) must be diluted with 125 pl (+ 10%) of reagent R6.
Diluted samples must be homogenized with Vortex (5 seconds + 2 seconds) just before
distribution into the plate (R1).

PROCEDURE

Procedure for manual processing:

1.

n

©

10.

11.

12.

13.

14.

Remove the microplate rack and the required number of rows (R1) from the protective
packaging. Replace the unused rows with the dessicant bag in the microplate sachet
and hermetically close it.

Prepare the positive control (R4) as described in chapter 3.4.2.

For each series of tests and every single plate, distribute 100 pl (+ 10%) of control/
sample into wells in the following order:

- Wells A1, B1, C1, D1:  negative control (R3)

- Wells E1, F1: positive control (R4)

- Wells G1, H1, etc... : sample diluted with reagent (R6)

Samples are performed in singulate.

Cover with adhesive fim and incubate for 75 mn + 15 mn at 37°C + 2°C.

Prepare wash solution (R2).

Prepare conjugate solution (R7).

Remove the adhesive film, perform 3 wash cycles.

Optimal washing conditions are obtained with PW40, PW41 or 1575 Bio-Rad plate washers
with program TSE 3.

Do not let the microplate stand for more than 5 minutes after the last wash cycle. Dry by
inverting on absorbent paper before the following step.

. Distribute 100 pl (+ 10%) of conjugate solution (R7) into each well.
. Cover with adhesive film and incubate 60 mn + 5 mn at +2°C to +8°C.

Prepare the color development solution (R8+R9).

Remove the adhesive film, perform 5 wash cycles.

Optimal washing conditions are obtained with PW40, PW41 or 1575 Bio-Rad plate washers
with program TSE 5.

Do not let the microplate stand for more than 5 minutes after the last wash cycle. Dry by inverting
on absorbent paper before the following step.

Distribute 100 pl (+ 10%) of color development solution (R8 + R9) into each well and incubate
the plate in darkness and at room temperature (+18°C to +30°C) for 30 mn + 5 mn. Do not use
adhesive film during this incubation.

Add 100 pl (= 10%) of stop solution (R10) to each well according to the same sequence
and same distribution rate as for the color development solution.

Thoroughly wipe the bottom of the plate and determine the optical density at 450 nm - 620 nm
(bichromatism mode) within 30 minutes after stopping the reaction (the rows must always be
protected from light before reading).
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3-8 CALCULATION AND INTERPRETATION OF THE RESULTS

1) Calculation of the mean optical density (OD) of the negative control
OD R3 = mean of the four Negative control (R3) ODs

2) Calculation of the cut-off value

The cut-off value is equal to: OD R3 + 0.140
Example

OD R3 =0.020

Cut-off value = 0.020 + 0.140 = 0.160

3) Condition of validation of the test
e Negative control (R3):
a) Validation of the individual negative control values:
The absorbance of each individual negative control must be lower than 0.100.
However, a maximum of one individual aberrant value can be eliminated when its optical
density is higher or equal to 0.100.
The test must be repeated if more than one of the negative control lies outside of this limit.

b) Homogeneity of the negative control values:
Calculate the mean of the negative controls with the individual remaining values.
Values higher than the mean of the negative controls + 40% (OD R3 + 40%) must be
eliminated.
- If one individual value is eliminated in a), one additional value can be eliminated in b).
- If no negative control value is eliminated in a), 2 values maximum can be eliminated in b).
The test must be repeated if more than two values of the negative control are eliminated
[criteria a)+b)].

¢ Positive control (R4):
The mean of the positive control optical densities (R4 OD) must be higher or equal than
0.800.
The test must be repeated if the mean of the positive control optical densities (R4 ODs)
is strictly lower than this limit.

4) Interpretation of the results

Samples with an optical density lower than the cut-off value are considered to be negative
according to the TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kit.

However, results situated just below the cut-off value (cut-off value - 10%) must be
interpreted cautiously, and the corresponding samples should be retested in duplicate,
starting from the original homogenate.

Samples with an optical density greater than or equal to the cut-off value are considered
to be initially reactive according to the TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kit and should be
retested in duplicate starting from the original homogenate before the final interpretation.

After repeating the test, the sample is considered to be positive according to the TeSeE™
Sheep/Goat Detection Kit when at least one of the 2 measurements is positive (greater
than or equal to the cutoff value). The sample is considered to be negative according to the
TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kit when these two values are less than the cut-off value.
Samples retested in duplicate and found to be negative according to the TeSeE™ Sheep/Goat
Detection Kit, but for which one of the 2 values is close to the cut-off value (cut-off value -
10%) must be interpreted cautiously.
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3-9 LIMITS OF THE TEST

A negative result means that the test sample does not contain any PrP* detectable by
the TeSeE™ Sheep/Goat Detection Kit. However, as very low levels of PrP* may not be
detected, such a negative result does not exclude the possibility of infection.

Any sample with a reproducible positive result according to the test interpretation criteria
must be confirmed in accordance with the countries national reference laboratory for TSEs
or community reference laboratory in exceptional circumstances.

MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

e Distilled or ultrapure water.

©20 000 ppm sodium hypochlorite (final concentration) and 1 M sodium hydroxide (final
concentration).

* Absorbent paper.

¢ Disposable gloves.

e Protective glasses or mask with visor.

Purification step:

¢ 2 ml polypropylene micro test-tubes with caps and appropriate tube rack.

e Automatic or semi-automatic adjustable pipettes able to distribute volumes between 20 pl and
500 pl.

e Tissue homogenizer : Ribolyser®, TeSeE™ PRECESS 24™or TeSeE™ PRECESS 48™.*

e Centrifuge* adapted to micro test-tubes.

* One micro test-tube heating block* thermostated at 37°C + 2°C and one micro test-tube
heating block* thermostated at 100°C + 5°C.

For the semi-automatic purification of the sample: TeSeE™ NSP System.

Detection step:

e Automatic or semi-automatic adjustable or fixed pipettes able to distribute 50 pl, 100 pl,
200 pl and 1000 pl.

¢ 10 ml, 20 ml, 100 ml graduated test tubes.

e Contaminated waste containers.

¢ Microplate incubator thermostated at 37°C + 2°C.

¢ Refrigerated chamber at +2°C to +8°C.

* Automatic or semi-automatic microplate washing system.*

¢ Microplate reading apparatus™ (equipped with 450 nm and 620 nm filters).

¢ Microplate system* for the automation of the assay protocol stages. The performances of
the system must conform with the requirements of the test protocol.

* * Contact Bio-Rad for the list of available instruments.
PRECAUTIONS

The quality of the results depends on compliance with the following good laboratory

practices:

e Reagents must be stored at +2°C to +8°C (reagent 2, reagent 3 and grinding tubes can
be stored at +2°C to +25°C).

¢ Do not use reagents whose shelf-life has expired.
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¢ Do not use the reconstituted and stored at room temperature (+18°C to +30°C) proteinase K over 6
hours.

* Do not mix or combine reagents derived from kits with different batch numbers during
the same manipulation with the exception of reagents R2, R8, R9, R10, grinding tubes
and reagent 2.

* R2, R6, R8, R9, R10 and grinding tubes can be used with all kits from the TeSeE™
product line.

e Allow the reagents to adjust to room temperature (+18°C to +30°C) for 30 minutes before
use.

® Thoroughly reconstitute reagents, avoiding any contamination.

* Do not perform the test in the presence of reactive vapors (acids, alkalis, aldehydes) or
dust, which could alter the enzymatic activity of the conjugate.

e Only use polypropylene tubes.

e Use perfectly washed glassware, rinsed in distilled water, or preferably disposable
material.

* Do not let the microplate more than 5 minutes between the end of washing and
distribution of the reagents.

* The enzymatic reaction is very sensitive to all metals or metallic ions. Consequently, no
metallic element must enter in contact with the various solutions containing the conjugate or
the substrate.

e The revelation solution (substrate buffer + chromogen) must be colorless. The
appearance of a colour few minutes after reconstitution indicates that the reagent cannot
be used and must be replaced. The revelation solution should preferably be prepared
with disposable plastic containers and distribution material or glassware previously
washed in 1 N hydrochloric acid, rinsed in distilled water and dried. Store this solution
protected from light.

e Use a new pipette tip for each sample.

e Washing of the wells is an essential step of the procedure: respect the recommended
number of washing cycles and ensure that all wells are completely filled, then completely
emptied. Inadequate washing can give incorrect results.

* Never use the same container and pipette to distribute the conjugate and the revelation
solution.

® The presence of crystals in reagent 1 does not affect the performance of the reagent.
Crystals disappear after few minutes at room temperature (+18°C to +30°C).

® Reagent 2 may appear slightly blue. This does not affect the performance of the reagent.

HYGIENE AND SAFETY INSTRUCTIONS

Generally, hygiene conditions, biosafety mesures and good laboratory practices must be in

agreement with recommendation of regular authorities of the country.

¢ All reagents of the kit are intended for use in “in vitro” diagnosis.

e Wear disposable gloves when handling reagents and samples and wash your hands
thoroughly after handling them.

* Do not pipette with the mouth.

e Use polypropylene containers to avoid any wounds with broken glass.

¢ All the materials directly in contact with the samples and the wash solutions must be
considered as contaminated.

* Avoid splashing samples or solutions containing samples.

e Contaminated surfaces must be cleaned with 20 000 ppm sodium hypochlorite solution.
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When the contaminating liquid is an acid, contaminated surfaces must be first neutralized with
sodium hydroxide before using 20 000 ppm sodium hypochlorite solution. Surfaces must be
rinsed with distilled water, dried with ethanol and wiped with absorbent paper. The material
used for cleaning must be discarded in a special container for contaminated wastes.

e Samples, material and contaminated products must be eliminated after decontamination:

- either by soaking in 1 M sodium hydroxide (final concentration) for 1 hour at room

temperature (+18°C to +30°C),

- or by soaking in 20 000 ppm sodium hypochlorite solution for 1 hour at room

temperature (+18°C to +30°C),

- or by autoclaving at 134°C minimum for at least 18 minutes, under 3 bars of pressure.
Note: never autoclave solutions containing sodium hypochlorite solution or
reagent 2.
¢ All operations involved in Transmissible Spongiform Encephalopathy (TSE) screening tests

are subject to regulations and must be performed in an isolated, limited and controlled
access laboratory devoted exclusively to this activity. A laboratory coat, overshoes,
gloves, mask with visor or simple mask with safety glasses are required to ensure the
operator’s safety.

e Operators must receive specific training concerning the risks related to TSEs agents or
prions and the validated modes of decontamination for unconventional agents. Biosafety
measures must be in agreement with recommendations of regular authorities of the
country.

¢ Avoid any contact of the substrate buffer, chromogen and stopping solution with the skin
and mucous membranes.

e Neutralize and/or autoclave all wash solutions or wash wastes or any liquid containing
biological samples prior to their elimination.

For hazard and precaution recommendations relating to this test kit, please refer to the
pictogram(s) displayed on reagent labels and the information supplied at the end of this
instructions for use document. The Safety Data Sheet is available on www.bio-rad.com.
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TeSeE™ Sheep/Goat

KIT DE PURIFICATION - ¥ 192 3551165
KIT DE DETECTION - ¥ 192 3551166

REACTIFS POUR LA PURIFICATION ET LA DETECTION IN VITRO DE LA
PrPSc CHEZ LES OVINS ET CAPRINS

Dans I'union européenne, ce test est approuvé en tant que test rapide pour
la surveillance des EST chez les ovins et les caprins, tel que défini dans
I’annexe X, chapitre C de la réglementation (CEE) N° 999/2001 modifiée par
la Commission de Régulation (CEE) N° 253/2006 le 14 février 2006.
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1 - GENERALITES

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST) sont des maladies dégénératives
lentes du systéme nerveux central causées par des agents transmissibles atypiques (ATNC)
couramment appelés prions.

Les EST sont généralement classées, selon leur étiologie, en EST iatrogénes, familiales et/
ou sporadiques. La tremblante du mouton est connue depuis le 18° siécle et son caractere
transmissible (y compris a la chévre) est démontré. Toutefois, les modes de contamination
au sein des troupeaux restent mal connus. Les EST ont également été décrites chez les
cervidés (maladie chronique cachectisante, MCC), ainsi que chez les bovins (encéphalopathie
spongiforme bovine, ESB).

L’espece humaine est également sensible a certaines formes d’EST. Des éléments
convaincants tendent a prouver que I'ESB est passée des bovins a I’homme, probablement
par consommation de viande contaminée.

Outre cette variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJv), les autres formes humaines
d’EST sont le Kuru et la maladie de Creutzfeldt-Jakob iatrogéne.

Les formes héréditaires pures (comme le syndrome de Gerstmann-Stratssler [SGS]) et/ou la
MCJ sporadique ont été démontrées chez I’'homme, cependant leur incidence est faible. Nous
ignorons si des cas similaires d’EST sporadique existent dans le monde animal.

Les principales caractéristiques de ces maladies sont les suivantes :

e évolution lente, mais toujours fatale,

e absence d’agents infectieux classiques,

e accumulation progressive, dans le systéme nerveux central, d’une isoforme anormale de la
protéine prion naturelle (PrP) appelée PrPs. Cette isoforme se caractérise par des propriétés
biochimiques particuliéres et, notamment, par une plus grande résistance aux protéases.

L’exceptionnelle longueur de la période d’incubation qui précéde les symptémes
neurologiques laisse penser que les événements importants de la pathogenése des EST
pourraient avoir lieu hors du systéme nerveux, en particulier dans les tissus lymphoides
périphériques.

Malgré de nombreuses inconnues et/ou incertitudes, la détection d’'une PrP* anormale est
aujourd’hui le fondement de la confirmation d’un diagnostic d’EST. Cette détection s’effectue
principalement dans les tissus nerveux prélevés post mortem.

De la PrP% anormale a également été détectée dans différents organes et tissus lymphoides
: dans les centres germinatifs de la rate, les ganglions lymphatiques, les amygdales et/ou les
tissus lymphoides associés aux muqueuses (mais a des fins expérimentales), dans des modeles
animaux ou des moutons atteints de la tremblante, des cervidés atteints de MCC et des patients
atteints de MCJv.

Le test congu par le CEA (Commissariat a I’'Energie Atomique) développé, produit et
commercialisé par Bio-Rad permet la détection de la PrP* dans des échantillons prélevés
sur des tissus du systeme nerveux central (SNC) et sur des tissus périphériques, des animaux
testés.

25 [FR]



Ce dosage comprend les étapes réactionnelles suivantes :

. P,urification de la PrPsc (192 tests)
Etape réalisée avec les réactifs et accessoires suivants :

- Kit de purification TeSeE™ Sheep/Goat Réf. : 3551165

- Seringue et aiguille de calibration (x 200) Réf. : 3551174
ou TSE Calibrat Syringe + Needle VITA (x 200) Réf.: 12007909

- Medium beads Réf. : 3551171

. Qétection de la PrPs¢ (192 tests)
Etape réalisée avec les réactifs suivants :
- Kit de détection TeSeE™ Sheep/Goat Réf. : 3551166
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TeSeE™ Sheep/Goat KIT DE PURIFICATION

V¥ 192 ReF] 3551165

REACTIFS POUR LA PURIFICATION /N VITRO DE LA PrPsc CHEZ LES
OVINS ET CAPRINS
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2-1

2-2

PRINCIPE DE PURIFICATION DE LA PrPs-

Les réactifs du kit de purification TeSeE™ Sheep/Goat permettent de purifier, de concentrer

et de solubiliser la PrP* dans les échantillons de tissus prélevés chez des ovins et caprins

infectés.

Le traitement des échantillons comprend les étapes suivantes :

e Broyage des échantillons

e Traitement de la PrPe° par la protéinase K

e Purification et concentration de la PrPs

e Solubilisation de la PrP* pour dosage immuno-enzymatique avec les réactifs du kit de
détection TeSeE™ Sheep/Goat.

ECHANTILLONS

La purification de la PrPSc est effectuée sur des échantillons de Systéme Nerveux Central
(CNS) ou de tissus périphériques (ganglions lymphatiques, rate,...). Comme la distribution
de la PrPsc est hétérogene dans le systéme nerveux central, les prélévements doivent étre
faits préférentiellement dans I'obex du tronc cérébral pour une détection optimale. L’outil de
prélévement “Petits ruminants” (Ref.: 3551184) peut étre utilisé pour la collecte du tronc cérébral
et du cerebellum.

Les échantillons sont coupés et pesés individuellement.

Remarque : les autres tissus (@mygdales, iléon, paupiére...) ne peuvent étre utilisés que pour la
recherche.

Les échantillons sont conservés a une température de +2°C a +8°C lorsque la purification est
effectuée dans les 24 heures, ou congelés si I'on souhaite les conserver plusieurs mois. lls ne
doivent pas étre soumis a plus de 3 cycles de congélation-décongélation. Si ces échantillons
doivent étre transportés, ils doivent étre emballés conformément a la réglementation nationale
en vigueur.

Cerveau

Zone
d’échantilonnage
(droite ou gauche)

Obex

Coupe transversale, au niveau de I'obex, du tronc cérébral
permettant d’identifier les régions cibles pour le diagnostic
de I'ESB par histopathologie et immunohistochimie (noyau
du tractus solitaire [1] et noyau du tractus trijumau V [2]) et
tremblante (noyau dorsal du nerf vague [3])

Moelle épiniére

(Source : OIE - Manuel des tests
de diagnostic et des vaccins pour les
animaux terrestres)
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COMPOSITION DU KIT DE PURIFICATION TeSeE™ Sheep/Goat

DESIGNATION TYPE DE REACTIFS PRESENTATION | CONSERVATION
Tube de ) Tu_be contenant des blllles de 2 sachets . .
broyage céramique dans une solution tampon (2 x 96 tubes) +2°C a +25°C

Conservateur : ProClin™ 300 (0,1%)
Réactif 1 Solution de dénaturation 1flacon +2°C a +8°C
(55 ml)

P Solution clarifiante 1 flacon o o
Réactif 2 Colorant : bleu de bromophénol (55 ml) +2°Ca+25°C
P Tampon de solubilisation 1 flacon o » o
Réactif 3 Colorant : vert malachite (7 ml) +2°Ca+25°C

Protéinase K 1 flacon o & 0o
PK Colorant : rouge de phénol (0,5 mi) +2°Ca+8°C

Le réactif 2 et les tubes de broyage sont des composants génériques. lls peuvent étre
utilisés avec tous les lots du Kit de purification TeSeE™ sheep/goat.

2-4 PREPARATION DES REACTIFS
Tous les réactifs du kit de purification TeSeE™ Sheep/Goat, a I’exception de la protéinase

K, sont préts a I’emploi. Le réactif 1 est le tampon de dilution de la protéinase K.
La solution doit étre préparée de la maniére suivante (4 pl de protéinase K dans 1 ml de

réactif 1) :
D’Ec':&m%ﬁws REACTIF 1 PROTEINASE K
2 1ml 4l
10 Sml 12 pl
18 5ml 20yl
26 7ml 28 i
34 9ml 36 l
42 T ml 44l
50 13 ml 52 l
58 15 mi 60 i
66 17 ml 68
4 Tomi 764l
82 21 ml 84 pl
90 23 ml 92 ul

Les volumes indiqués doivent étre mesurés avec exactitude. Rincer 'embout de la pipette
contenant la PK par plusieurs cycles d’aspiration/distribution dans le réactif 1.

Aprés reconstitution, homogénéiser la solution par des retournements successifs du flacon
jusqu’a obtention d’une solution rouge uniforme.
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2-5 CONSERVATION, VALIDITE

2-6

Les réactifs du kit de purification TeSeE™ Sheep/Goat (Réf. : 3551165) doivent étre conservés
de +2°C a +25°C, a I'exception du réactif 1 et de la protéinase K qui doivent étre conservés
de +2°C & +8°C. A ces températures, tous les réactifs sont stables jusqu’a la date indiquée
sur le kit (avant et apres I'ouverture des flacons).

Aprées reconstitution, la solution de protéinase K conservée a température ambiante (+18°C a
+30°C) doit étre utilisée dans les 6 heures qui suivent.

MODE OPERATOIRE

Pour le traitement semi-automatique du protocole de purification, veuillez consulter le
manuel d’utilisation du systéme TeSeE™ NSP.

Protocole manuel :

1. Echantillonnage :

- Pour les obex, prélever une masse de 350 mg + 40 mg de tissu nerveux.

- Pour les tissus périphériques (amygdales, iléon, ganglions lymphatiques, paupiére,
rate, ...), une bille de taille moyenne (“Medium bead”, Réf. : 3551171) doit étre placée
dans le tube de broyage, avant d’ajouter I’échantillon. Prélever 200 mg + 20 mg de
tissu périphérique (dans le cas de ganglions lymphatiques, prélever dans 2-3 zones
différentes du cortex externe). Couper le tissu en 2-3 morceaux plus petits, avant de les
déposer dans le tube de broyage.

Bien fermer le tube, puis procéder a I'étape de broyage.

2. Broyage des échantillons :
Note : Le TeSeE™ Precess 24™ ne peut étre utilisé quand une bille moyenne est ajoutée
dans le tube de broyage, car il y a de forts risques de fuites.

Placer les tubes dans la couronne du broyeur (systémes Ribolyser®, TeSeE™ PRECESS
24™ ou TeSeE™ PRECESS 48™). Effectuer un cycle d’agitation avec les parametres
suivants :

Tissu Obex Nodules lymphatiques
. TeSeE™ Precess 48™ . - -
Ribolyser® TeSeE™ Precess 24™ Ribolyser® | TeSeE™ Precess 48
Temps (sec.) 45 45
Vitesse 6,5 6,5
Nombres de 5 N/A 5 N/A
cycles
Programme - Programme 1 - Programme 2

Lorsque le broyage est insuffisant, 1 ou 2 autres cycles d’agitation peuvent étre effectués,
en s’assurant que la température du tube revient a température ambiante (+18°C a +30°C)
entre chaque cycle (au moyen de glace pilée, par exemple). Attendre 5 minutes entre les 2
cycles de broyage.

3. Calibration des échantillons :
Retirer les tubes de broyage de I’homogénéiseur. Remettre en suspension ’'homogénat
en retournant les tubes avant de les ouvrir. Prélever 250 pl avec la seringue de calibration
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(Réf. : 3551174 ou Réf. : 12007909), en prenant soin de plonger I'aiguille dans le culot de

billes pour éviter de prélever des fragments de tissus.

Transférer chaque échantillon de 250 pl dans un micro-tube type Eppendorf de 2 ml.

Remarque :

A ce stade, les tubes de broyage aprés homogénéisation et les micro-tubes aprés

calibration, peuvent également étre conservés, fermés :

* 3 température ambiante (+18°C a +30°C) pendant 8 heures.

e de +2°C a +8°C (dans de la glace ou au réfrigérateur) pendant 15 heures.

® 3 -20°C pendant 1 an. Les échantillons congelés doivent étre décongelés a température
ambiante (+18°C a +30°C). Les échantillons peuvent étre soumis a 3 cycles
de congélation-décongélation au maximum. Les échantillons doivent toujours étre
homogénéisés par retournements avant usage.

. Traitement par la PK :
Répartir 250 pl (+ 10%) de solution de protéinase K diluée (voir paragraphe 2.4) dans chaque
micro-tube, homogénéiser et incuber a 37 + 2°C dans un bloc chauffant pendant 10 + 1
minute.
Préparer des séries de plusieurs micro-tubes et adapter le nombre de micro-tubes au
matériel utilisé (pipette automatique/portoirs) pour éviter de dépasser un intervalle de 5
minutes pour la répartition de la protéinase K reconstituée entre le premier et le dernier micro-
tube. Ne pas dépasser 2 minutes entre ’homogénéisation et I'incubation a 37°C. Mélanger
immédiatement apres avoir ajouté la protéinase K.
Les micro-tubes fermés sont homogénéisés par retournements (10 fois).

. Précipitation de la PrPs* avec le réactif 2 :
Sortir les micro-tubes du bloc chauffant, les ouvrir et ajouter 250 pl (+ 10%) de réactif 2 dans
chaque micro-tube. Homogénéiser jusqu’a obtenir une couleur bleue uniforme. Respecter le
méme ordre de répartition que dans I'étape 4.
Ne pas dépasser des intervalles de 2 minutes entre la sortie de I'incubateur et I'étape
d’homogénéisation.
L’homogénéisation est effectuée dans les mémes conditions que dans I'étape 4.

. Concentration de la PrPs* (centrifugation) :
Dans les 30 minutes qui suivent la distribution et le mélange du réactif 2, centrifuger (rotor
tambour) les micro-tubes pendant 5 minutes a 20 000 g ou 7 minutes & 15 000 g, a 20°C.

. Clarification des échantillons :
Au terme de la centrifugation, éliminer le surnageant par retournement au-dessus d’un
récipient pour déchets biologiques.
Sécher ensuite les micro-tubes en les retournant sur du papier absorbant pendant 5
minutes.
Ajouter 25 pl (+ 10%) de réactif 3 dans chaque micro-tube.
Ne pas dépasser un intervalle de 10 minutes entre la fin du séchage et la répartition du
réactif 3.
Incuber immédiatement pendant 5 + 1 minute a 100°C + 5°C. Ne pas dépasser 2 minutes
entre I’addition du réactif 3 et le début de I'incubation.
Sortir les micro-tubes de Iincubateur et les homogénéiser au Vortex (5 secondes + 2
secondes).
Les échantillons peuvent étre conservés 5 heures de +2°C a +8°C ou congelés 72 heures
a -20°C. Les échantillons congelés doivent étre décongelés a température ambiante
(+18°C a +30°C), puis homogénéisés au Vortex (5 secondes + 2 secondes) avant usage.
Consultez la notice du kit de détection TeSeE™ Sheep/Goat (Réf. : 3551166) pour plus de
détails sur le protocole du test de détection.
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Pour connaitre les recommandations liées aux risques et les précautions relatives
a certains produits chimiques contenus dans ce kit, consulter le(s) pictogramme(s)
figurant sur les étiquettes et les informations fournies a la fin des instructions
d’utilisation. La fiche technique de sécurité est disponible sur www.bio-rad.com.

2-7 LIMITES DU PROTOCOLE DE PURIFICATION

Des difficultés peuvent étre rencontrées pendant I’étape de broyage si I’'on utilise
des échantillons déshydratés ou des tissus périphériques. Le cas échéant, I'étape de
broyage (étape n°2 du mode opératoire) pourra étre répétée plusieurs fois pour ce type
d’échantillons.

Attendre 5 minutes entre 2 cycles d’agitation.
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PRINCIPE DE LA DETECTION DE LA PrPs= PAR EIA

Le kit de détection TeSeE™ Sheep/Goat est une technique immuno-enzymatique (sandwich)
utilisant 2 anticorps monoclonaux pour la détection de la protéine prion résistante a la
protéinase K, dans des tissus ovins et caprins infectés. Le kit permet de réaliser 192 tests
(contrdles inclus).

La phase solide est composée de 12 barrettes de 8 puits en polystyrene, dont les parois sont
recouvertes du premier anticorps monoclonal. Le second anticorps monoclonal est marqué a
la peroxydase.

L’essai comprend les étapes réactionnelles suivantes :

1. Distribution des controles négatifs (R3) et positifs (R4) et des échantillons préparés avec
les réactifs du kit de purification TeSeE™ Sheep/Goat (Réf. : 3551165) dans les micropuits
sensibilisés avec le premier anticorps monoclonal. Cette distribution peut étre contrblée
visuellement car il existe une nette différence de coloration entre un puits vide et un puits
contenant un échantillon.

2. Incubation.

3. Lavage, puis distribution de I'anticorps marqué a la peroxydase. Cette distribution peut
également étre controlée visuellement par la différence de coloration entre un puits vide et
un puits contenant la solution de conjugué.

4. Incubation.

5. Lavage, puis révélation de I'activité enzymatique liée a la phase solide par addition du
substrat.

6. Arrét de la révélation, lecture des densités optiques en bichromatisme a 450 nm - 620 nm et
interprétation des résultats.

ECHANTILLONS

Le test ne peut étre réalisé que sur des échantillons obtenus a partir de tissus préparés avec les
réactifs et dans les conditions d’emploi du kit de purification TeSeE™ Sheep/Goat (Réf. : 3551165).

Les échantillons purifiés doivent étre dilués avec le réactif R6 du kit de détection TeSeE™ Sheep/
Goat.



3-3 COMPOSITION DU KIT

ETIQUETAGE NATURE DES REACTIFS PRESENTATION
R1 Mlcroplaqu_e : 12 barrettes de 8 pUItS sensibilisés 2 plagues
avec un anticorps monoclonal anti-PrP
Solution de lavage : Concentré 10x Tampon Tris- 1 flacon
R2 NaCl pH 7,4 (250 mi)
Conservateur : ProClin™ 300 (0,01%)
Controle négatif : Tampon PBS pH 7,2 additionné
1 flacon
R3 de BSA @ mi)
Conservateur : ProClin™ 300 (0,1%)
R4 Controle positif : Sérum de chévre. Lyophilisé 1 flacon
Conservateur : ProClin™ 300 (0,1%) (2 ml)
Diluant échantillons : Tampon PBS pH 7,2 1 flacon
R6 additionné de BSA et de rouge de phénol (35 mi)
Conservateur : ProClin™ 300 (0,1%)
Conjugué : Solution 10x d’anticorps monoclonal
anti-PrP marqué a la peroxydase, en tampon PBS pH 1 flacon
R7 7,1 additionnée de protéines bovines et de rouge de
. (2,7 ml)
phénol
Conservateur : ProClin™ 300 (0,1 %)
Tampon substrat de la peroxydase : Solution
R8 d’acide citrique et d’acétate de sodium pH 4,0 conte- 1 flacon
nant 0,015 % d’H,O, et 4 % de diméthylsulfoxide (60 ml)
(DMSO)
RO Chromogéne : Solution de tétraméthylbenzidine 1 flacon
(TMB). (5 ml)
R10 Solution d’arrét : Acide sulfurique 1 N 1 flacon
(28 ml)
Films adhésifs 8

Les réactifs suivants sont des composants génériques : diluant échantillons (R6), solution
de lavage (R2), tampon substrat de la peroxydase (R8), chromogeéne (R9) et solution d’arrét
(R10). lls peuvent étre utilisés avec tous les lots du Kit de détection TeSeE™ Sheep/Goat.

3-4 PREPARATION DES REACTIFS

Avant utilisation, laisser les réactifs du kit de détection TeSeE™ Sheep/Goat revenir a
température ambiante (+18°C a +30°C) pendant 30 minutes.

1- Réactifs préts a ’emploi
Microplaques (R1) :
Avant ouverture du sachet sous vide, laisser la microplaque revenir a température ambiante
(+18°C a +30°C) dans son emballage protecteur, afin d’éviter toute condensation d’eau dans
les puits. Ouvrir au point de soudure et remettre immédiatement les barrettes inutilisées dans

le sachet.

Refermer hermétiquement le sachet aprés avoir pris soin de chasser 'air. Conserver de

+2°C a4 +8°C.
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Le contrdle négatif (R3), le diluant des échantillons (R6) et la solution d’arrét (R10) sont
préts a I'emploi.

2- Réactifs a reconstituer

Solution de lavage (R2) :

Diluer la solution de lavage R2 au 1/10° dans de I'eau distillée, eau ultrapure (par exemple
100 ml de réactif R2 dans 900 ml d’eau distillée).

Controle positif (R4) :

Taper doucement le flacon de contréle positif (R4) sur la paillasse pour détacher le produit
adhérant éventuellement au bouchon de caoutchouc. Ouvrir le flacon et dissoudre son
contenu dans 2 ml de diluant R6. Reboucher le flacon et laisser reposer pendant environ 1
minute en homogénéisant délicatement et réguliérement pour faciliter la dissolution.

Conjugué (R7) :

Diluer le réactif R7 au 1/10° dans la solution de lavage fraichement reconstituée (par
exemple : 0,1 ml de réactif R7 dans 0,9 ml de solution de lavage reconstituée), sachant que
1 ml de conjugué est suffisant pour traiter 1 barrette. Homogénéiser délicatement. Ne pas
mélanger au Vortex.

Solution de développement enzymatique (R8 + R9) :

Diluer le réactif R9 au 1/11¢ dans le réactif R8 (par exemple : 0,1 ml de réactif R9 dans 1 ml
de réactif R8), sachant que 1,1 ml de solution de révélation enzymatique est suffisant pour 1
barrette. Homogénéiser délicatement. Ne pas mélanger au Vortex.

3-5 CONSERVATION, VALIDITE

Conserver le kit de +2°C a +8°C avant utilisation ; a cette température, tous les réactifs
sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur le kit.
Aprés préparation, les réactifs ont les stabilités suivantes :

ETIQUETAGE REACTIFS VALIDITE
R1 Microplaque en sachet 1 mois de +2°C a +8°C
hermétiquement fermé
R2 Solution de lavage diluée 24 heures a température ambiante (+18°C a
+30°C)
2 semaines de +2°C a +8°C
R4 Controle positif reconstitué 2 heures a température ambiante (+18°C a
(avec le réactif R6) +30°C)
4 heures de +2°C a +8°C
6 mois a -20°C

Il est conseillé de fractionner la solution
reconstituée en aliquots de 0,5 ml et de
les congeler immédiatement a -20°C.
Ne pas aller au-dela de 3 cycles de
congélationdécongélation successifs.

R7 Conjugué reconstitué (dans la | 8 heures a température ambiante (+18°C a
solution de lavage diluée) +30°C)
R8 + R9 Solution de révélation 6 heures a température ambiante (+18°C a

+30°C), impérativement a 'obscurité.
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3-6 PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR LA DETECTION DE LA PrPs
PAR EIA

3-7

Les échantillons purifiés (chapitre 2.6) doivent étre dilués avec 125 pl (= 10%) de réactif R6.
Homogénéiser les échantillons dilués au Vortex (5 secondes + 2 secondes) avant la
distribution dans la plaque (R1).

MODE OPERATOIRE

Protocole manuel :

1.

@

10.
11.

12.

13.

14.

Sortir de I'emballage protecteur le cadre support et le nombre de barrettes (R1) nécessaire.
Remettre les barrettes non utilisées, avec le sachet de déshydratant, dans I'emballage et
refermer celui-ci hermétiquement.

. Préparer le contréle positif (R4), comme décrit au chapitre 3.4.2.

Pour chaque série de tests et pour chaque plaque, remplir les puits de 100 pl (= 10%) de
controle/échantillon dans I'ordre suivant :

- Puits A1, B1,C1,D1: contrdle négatif (R3)

- Puits E1, F1: contréle positif (R4)

- Puits G1, H1, etc. : échantillon, dilué avec le réactif (R6)

Chaque échantillon est déposé en un seul puits.

Recouvrir d’un film adhésif et incuber pendant 75 min + 15 min a 37°C + 2°C.
Préparer la solution de lavage (R2).
Préparer la solution de conjugué (R7).

Retirer le film adhésif et effectuer 3 cycles de lavage. Les conditions de lavage optimales
sont obtenues avec les laveurs PW40, PW41 ou 1575 Bio-Rad, sur le programme TSE 3.
Ne pas laisser la microplague plus de 5 minutes aprés le dernier cycle de lavage. Sécher les
barrettes par retournement sur du papier absorbant avant I'étape suivante.

. Ajouter 100 pl (= 10%) de solution de conjugué (R7) dans chaque puits.

. Recouvrir de film adhésif et incuber 60 min = 5 min de +2°C a +8°C.

Préparer la solution de révélation enzymatique (R8+R9).

Retirer le film adhésif et effectuer 5 cycles de lavage. Les conditions de lavage optimales
sont obtenues avec les laveurs PW40, PW41 ou 1575 Bio-Rad, sur le programme TSE 5.
Ne pas laisser la microplaque plus de 5 minutes aprés le dernier cycle de lavage. Sécher les
barrettes par retournement sur du papier absorbant avant I'étape suivante.

Ajouter 100 pl (= 10%) de solution de révélation (R8+R9) dans chaque puits et placer la
microplaque, pendant 30 min = 5 min, a I'obscurité et a température ambiante (+18°C a
+30°C). Ne pas utiliser de film adhésif pendant cette incubation.

Ajouter 100 pl (= 10%) de solution d’arrét (R10) dans chaque puits dans le méme ordre et
avec le méme rythme de distribution que pour la solution de révélation.

Essuyer soigneusement le dessous de la plaque et lire les densités optiques en
bichromatisme a 450 nm - 620 nm dans les 30 minutes qui suivent I'arrét de la réaction (les
barrettes doivent toujours étre protégées de la lumiére avant la lecture).
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3-8 CALCUL ET INTERPRETATION DES RESULTATS

1) Calcul de la densité optique (DO) moyenne du contrdle négatif
DO R3 = moyenne des 4 DO des contrbles négatifs (R3)

2) Calcul de la valeur seuil
La valeur seuil est égale a : DO R3 + 0,140
Exemple
DO R3 = 0,020
Valeur seuil = 0,020 + 0,140 = 0,160

3) Conditions de validation du test
e Contréle négatif (R3) :
a) Validation des valeurs individuelles du contréle négatif :
La densité optique de chaque contrdle négatif doit étre inférieure a 0,100.
Cependant, on peut éliminer au maximum une valeur aberrante lorsque sa densité optique
est supérieure ou égale a 0,100.
Le test doit étre répété si plus d’une valeur de contrdle négatif dépasse cette limite.

b) Homogénéité des valeurs de contréle négatif :
Calculer la densité optique moyenne des contrdles négatifs sur les valeurs individuelles
restantes.
Les valeurs au dela de la moyenne des controles négatifs + 40 % (DO R3 + 40%)
doivent étre éliminées.
- Si une valeur de contrdle négatif est éliminée en a), une seule valeur peut étre éliminée en
b).
- Si aucune valeur de controle négatif n’est éliminée en a), au maximum deux valeurs
peuvent étre éliminées en b).
Le test doit étre répété si plus de deux valeurs de contréle négatif sont éliminées [régles
a)+b)].

e Contréle positif (R4) :
La moyenne des densités optiques des contrdles positifs (DO R4) doit étre supérieure
ou égale a 0,800 DO.
Le test doit étre répété si la moyenne des densités optiques des contrbles positifs
(DO R4) est inférieure a cette limite.

4) Interprétation des résultats
Les échantillons dont la densité optique est inférieure a la valeur seuil sont considérés
comme négatifs avec le kit de détection TeSeE™ Sheep/Goat.
Toutefois, les résultats situés juste au-dessous de la valeur seuil (valeur seuil - 10%)
doivent étre interprétés avec prudence, et les échantillons correspondants doivent étre
retestés en duplicats a partir de ’'homogénat initial.
Les échantillons dont la densité optique est supérieure ou égale a la valeur seuil sont
considérés comme initialement réactifs avec le kit de détection TeSeE™ Sheep/Goat et
doivent étre retestés en duplicats, a partir de I’'homogénat initial, avant I'interprétation
finale.
Apres répétition de I'essai, I'échantillon est considéré comme positif avec le kit de
détection TeSeE™ Sheep/Goat lorsqu’au moins une des deux mesures est positive
(supérieure ou égale a la valeur seuil). Il est considéré comme négatif avec le kit de
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détection TeSeE™ Sheep/Goat lorsque les deux mesures sont inférieures a la valeur seuil.
Les échantillons retestés en duplicats et trouvés négatifs avec le test de détection TeSeE™
Sheep/Goat, mais pour lesquels une des deux valeurs est proche de la valeur seuil (valeur
seuil - 10%) doivent étre interprétés avec prudence.

LIMITES DU TEST

Un résultat négatif signifie que I'échantillon testé ne contient pas de PrPsc détectable par
les réactifs du kit de détection TeSeE™ Sheep/Goat. Toutefois, comme les taux tres faibles
de PrPsc peuvent ne pas étre détectés, un résultat négatif ne peut exclure absolument la
possibilité d’une infection.

Tout échantillon donnant un résultat positif reproductible, suivant les criteres
d’interprétation du test, doit étre confirmé par le laboratoire de référence national du
pays pour les TSE, ou par le laboratoire de référence de la CEE dans des circonstances
exceptionnelles.

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

e Eau distillée ou eau ultrapure

¢ Hypochlorite de sodium (Eau de Javel) a 20 000 ppm (concentration finale) et solution de
soude 1 M (concentration finale).

e Papier absorbant.

e Gants a usage unique.

e |unettes de sécurité ou masque a visiere.

Etape de purification :

e Micro-tubes a essais de 2 ml en polypropyléne avec capuchons et portoir approprié.

¢ Pipettes réglables, automatiques ou semi-automatiques, pouvant distribuer des volumes
de 20 a 500 pl.

* Homogénéiseur de tissus : Ribolyser®, TeSeE™ Precess 24™ ou TeSeE™ Precess 48™.*

¢ Centrifugeuse* adaptée aux micro-tubes a essais.

¢ Incubateur* pour micro-tubes a essais thermostaté a 37°C + 2°C et un autre thermostaté a
100°C + 5°C.

Pour la purification semi-automatique de I’échantillon : systeme TeSeE™ NSP.

Etape de détection :

* Pipettes fixes ou réglables, automatiques ou semi-automatiques, pouvant distribuer des
volumes de 50, 100, 200 et 1000 pl.

e Tubes a essais gradués de 10 ml, 20 ml et 100 ml.

e Conteneurs pour déchets contaminés.

¢ Incubateur pour microplaques thermostaté a 37°C + 2°C.

e Chambre froide de +2°C a +8°C.

e L aveur* de microplaques, automatique ou semi-automatique.

e | ecteur de microplaques* (muni de filtres 450 nm et 620 nm).

e Systeme microplaque* pour I'automatisation des étapes du protocole de test. Les
performances du systéme devront étre compatibles avec celles du protocole de test.

* Contacter Bio-Rad pour obtenir la liste des appareils disponibles.



PRECAUTIONS D’EMPLOI

La qualité des résultats dépend de I'observation des bonnes pratiques de laboratoire

suivantes :

e |es réactifs doivent étre conservés a une température de +2°C a +8°C (les tampons 2, 3,
R2 et les tubes de broyage doivent étre conservés de +2°C a +25°C).

¢ Ne pas utiliser de réactifs au-dela de la date de péremption.

e La solution de protéinase K reconstituée et conservée a température ambiante (+18°C a
+30°C) doit étre utilisée dans les 6 heures.

* Ne pas mélanger ou associer, pendant la méme manipulation, des réactifs provenant de kits
de lots différents, a I'exception des réactifs R2, R6, R8, R9, R10, tubes de broyage et réactif 2.

* R2, R6, R8, R9, R10 et les tubes de broyage peuvent étre utilisés avec tous les kits de la
gamme TeSeE™.

e | aisser les réactifs revenir a température ambiante (+18°C a +30°C) pendant 30 minutes
avant utilisation.

¢ Reconstituer soigneusement les réactifs, en évitant toute contamination.

e Ne pas effectuer le test en présence de vapeurs réactives (acides, bases, aldéhydes) ou
de poussieres, car cela pourrait altérer I'activité enzymatique du conjugué.

e Utiliser uniqguement des tubes en polypropyléne.

e La verrerie doit étre parfaitement lavée et rincée a I'’eau distillée ou, de préférence, étre
constituée de produits a usage unique.

* Ne pas laisser plus de 5 minutes la microplaque entre la fin du lavage et la distribution des
réactifs.

e La réaction enzymatique est trés sensible a tous les métaux ou ions métalliques. En
conséquence, aucun élément métallique ne doit entrer en contact avec les différentes
solutions contenant le conjugué ou le substrat.

e La solution de révélation (tampon du substrat + chromogéne) doit étre incolore.
L’apparition d’une coloration quelques minutes aprés la reconstitution est signe
d’altération du réactif, qui ne doit donc pas étre utilisé. La solution de révélation doit de
préférence étre préparée avec des récipients en plastique a usage unique et du matériel
de distribution ou de la verrerie préalablement lavés avec de I'acide chlorhydrique 1 N,
rincés a 'eau distillée et séchés. Conserver cette solution a I’abri de la lumiére.

e Changer d’embout pour chaque échantillon.

e | e lavage des puits est une étape essentielle de la procédure : respecter le nombre de
cycles de lavages recommandé et vérifier que tous les puits sont totalement remplis, puis
totalement vidés. Un lavage mal effectué peut donner des résultats incorrects.

e Ne jamais utiliser le méme récipient et la méme pipette pour ajouter le conjugué et la
solution de révélation.

e | a présence de cristaux dans le flacon de réactif 1 n’affecte pas ses performances. Les
cristaux disparaissent aprés quelques minutes a température ambiante (+18°C a +30°C).

e Le réactif 2 peut paraitre légerement bleu, ceci n’affecte pas ses performances.
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CONSIGNES D’HYGIENE ET DE SECURITE

D’une fagon générale : les conditions d’hygiene, de sécurité et de bonnes pratiques de

laboratoire devront étre en accord avec la réglementation en vigueur.

® Tous les réactifs du kit sont exclusivement destinés au diagnostic in vitro.

e Porter des gants a usage unique pendant la manipulation des réactifs et des échantillons et
se laver les mains soigneusement apres la manipulation.

¢ Ne jamais pipetter a la bouche.

e Utiliser des récipients en polypropyléne pour éviter les risques de blessure en cas de bris de
verre.

* Tous les matériels entrant en contact avec les échantillons et les solutions de lavage
doivent étre considérés comme contaminés.

e Eviter d’éclabousser les échantillons ou les solutions contenant des échantillons.

e Les surfaces contaminées doivent étre nettoyées avec de I’hypochlorite de sodium
(Eau de Javel) a 20 000 ppm. Lorsque le liquide contaminant est un acide, les surfaces
contaminées doivent d’abord étre neutralisées avec de la soude avant d’utiliser
I’hypochlorite de sodium a 20 000 ppm. Les surfaces seront rincées a I'eau distillée,
séchées avec de I'éthanol et essuyées avec du papier absorbant. Le matériel utilisé pour le
nettoyage doit étre jeté dans un récipient spécial pour déchets contaminés.

e Les échantillons, le matériel et les produits contaminés doivent étre éliminés aprés
décontamination :

- par trempage dans de la soude 1M (concentration finale) pendant 1 heure a température
ambiante (+18°C a +30°C).

- ou par trempage dans de I’hypochlorite de sodium (Eau de Javel) a 20 000 ppm pendant
1 heure a température ambiante (+18°C a +30°C).

- ou par autoclavage a 134°C minimum pendant au moins 18 minutes, a 3 bars de
pression.

Remarque : ne jamais autoclaver de solutions contenant de hypochlorite de sodium

ou du réactif 2.

® Toutes les opérations relatives a la réalisation des tests de dépistage d’une encéphalopathie
spongiforme transmissible (EST) font I'objet d’une réglementation et doivent étre conduites
dans un laboratoire isolé, réservé exclusivement a cet usage et dont I'accés est limité et
controlé.

L’opérateur doit porter une combinaison, des surbottes, des gants et un masque a visiere
ou un masque simple avec des lunettes de sécurité.

e Les opérateurs doivent recevoir une formation spécifique concernant les risques liés
aux agents des EST ou prions et aux modes de décontamination validés pour les
agents infectieux “non conventionnels”. Les mesures de sécurité biologique doivent étre
conformes aux recommandations des autorités réglementaires nationales.

« Eviter tout contact du tampon du substrat, du chromogéne et de la solution d’arrét avec la
peau et les muqueuses.

e Avant élimination, neutraliser et/ou autoclaver toutes les solutions de lavage ou eaux usées
de lavage ou tout liquide contenant des échantillons biologiques.

Pour connaitre les recommandations liées aux risques et les précautions relatives a
certains produits chimiques contenus dans ce kit, consulter le(s) pictogramme(s) figurant
sur les étiquettes et les informations fournies a la fin des instructions d’utilisation. La fiche
technique de sécurité est disponible sur www.bio-rad.com.
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TeSeE™ Sheep/Goat

KIT DE PURIFICACION - ¥ 192 3551165
KIT DE DETECCION - ¥ 192 3551166

REACTIVOS PARA LA PURIFICACION Y DETECCION IN VITRO DE LA
PrPsc EN OVEJAS Y CABRAS

En el contexto de la Unidén Europea, el test esta aprobado como prueba
de diagnéstico rapido para el seguimiento de EETs en animales ovinos
y caprinos, lo que se establece de acuerdo al anexo X, capitulo C del
Reglamento (CE) n° 999/2001modificado por el Reglamento (CE) n°
253/2006 de 14 de febrero de 2006.
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INFORMACIONES GENERALES

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) son enfermedades degenerativas
lentas del sistema nervioso central producidas por agentes transmisibles no convencionales
(ATNC), llamada proteina prién.

Las EET se suelen clasificar, segun su causa, como iatrogénicas, familiares o esporadicas.
En el siglo XVIII se describié la tembladera (scrapie) y se demostré su transmision (incluida
a cabras). Sin embargo, los mecanismos de contaminacioén dentro de los rebafios siguen
estando poco claros. Las EET también se describieron en el vison, en el ciervo y en el alce
(enfermedad debilitante crénica, EDC) y en la vaca (encefalopatia espongiforme bovina,
EEB).

Los seres humanos son también susceptibles a determinadas formas infecciosas de EET. Hay
pruebas convincentes que indican que la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) ha pasado
de los bovinos al ser humano, probablemente debido al consumo de carne contaminada.

Ademas de esta forma variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJv), otras formas
en los seres humanos son el kuru y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica.

Se han demostrado formas hereditarias puras (como el sindrome de Gerstmann-Straussler-
Scheinker [GSS]) y la ECJ esporadica en seres humanos, pero sus incidencias son muy
bajas. No sabemos si existen casos esporadicos similares de EET en animales.

Las principales caracteristicas de estas enfermedades son:

e una evolucion lenta y progresiva pero siempre mortal,

e ausencia de un agente infeccioso convencional,

e acumulacion progresiva en el sistema nervioso central de una isoforma anormal de una
proteina prién natural (PrP) denominada PrPs°. Esta isoforma se caracteriza por unas
propiedades bioquimicas particulares y especialmente, por un aumento de la resistencia a
las proteasas.

El periodo de incubacién significativamente largo que precede a los sintomas neuroldgicos
sugiere que los acontecimientos importantes en la patogenia de la EET podrian tener lugar
en localizaciones extranerviosas y especialmente en tejidos linfoides periféricos.

A pesar del desconocimiento existente en muchas areas, la deteccion de la PrPs anormal
se ha establecido como el método para confirmar el diagndstico de EET. Esta deteccién se
consigue fundamentalmente en tejidos nerviosos recogidos en autopsias.

También se ha detectado la PrP* anormal en diversos tejidos y érganos linfoides: en los centros
germinales del bazo, los ganglios linfaticos, las amigdalas y/o en el tejido linfoide asociado a las
mucosas (a nivel de investigacion), en modelos animales o en ovejas con tembladera, ciervos o
alces con EDC y en pacientes con ECJv.

El test disefiado por el “Commissariat a I'Energie Atomique - CEA” (la comision francesa
sobre energia atémica), desarrollado, elaborado y comercializado por Bio-Rad, permite la
deteccion de la PrPs en muestras de tejidos del Sistema Nervioso Central (CNS) y de los
tejidos periféricos tomados de animales probados.
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Esta determinacion comprende los siguientes pasos:

¢ Purificacion de la PrPs (192 pruebas)
Paso realizado con los siguientes reactivos y accesorios

- Kit de purificacion TeSeE™ Sheep/Goat Ref.:
- Jeringa de calibracion y aguja (x 200) Ref.

o TSE Calibrat Syringe + Needle VITA (x 200) Ref.
- Bolitas de tamafio medio “Medium beads” Ref.

¢ Deteccion de la PrPs (192 pruebas)
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Paso realizado con los siguientes reactivos:

- Kit de deteccién TeSeE™ Sheep/Goat Ref.:

3551165

13551174
: 12007909
13551171

3551166



TeSeE™ Sheep/Goat KIT DE PURIFICACION

V¥ 192 ReF] 3551165

REACTIVOS PARA LA PURIFICACION IN VITRO DE LA PrPsc EN OVEJAS
Y CABRAS
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2-1 PRINCIPIO DE LA PURIFICACION DE LA PrPs

Los reactivos del kit de purificacion TeSeE™ Sheep/Goat permiten la purificacion, la

concentracion y la solubilizacién de la PrP* a partir de muestras de tejidos de ovejas y cabras

infectadas.

El procesamiento de las muestras comprende los siguientes pasos:

e Trituracion de las muestras

e Tratamiento de la PrP° con proteinasa K

e Purificacion y concentracién de la PrPs

¢ Solubilizacién de la PrP* para el ensayo inmunoenzimatico usando los reactivos del Kit de
deteccion TeSeE™ Sheep/Goat.

2-2 MUESTRAS

La purificacion de la PrPS se realiza en muestras de Sistema Nervioso Central (CNS) o de
tejidos periféricos (ganglios linfaticos, bazo,...). Como la distribuciéon de la PrPSe en el sistema
nervioso central es heterogénea, se debe tomar preferentemente una muestra en el area del
obex del tronco cerebral para una deteccion 6ptima. El utensilio de extraccién de ovejas y
cabras (Ref.: 3551184) puede utilizarse para extraer tanto tronco cerebral como cerebelo.

Las muestras se cortan y se pesan individualmente.

Nota: otros tejidos finos (@amigdalas, ileon, parpado...) puede ser utilizado para los propésitos de
la investigacion solamente.

Las muestras se mantienen de +2°C a + 8°C cuando se realiza la purificacién en 24 horas o
se pueden conservar congeladas durante varios meses. S6lo se deben someter a 3 ciclos de
congelacion/descongelacion. Si se tienen que transportar las muestras, se deben embalar de
acuerdo con las leyes locales.

Cerebro

Zona de muestras
(derecha o
izquierda)

Obex

Corte transversalmente el tronco cerebral a nivel del
Obex identificando las zonas claves para el diagndstico
histopatoldgico e inmunohistoquimico en EEB [nticleo
del tracto solitario (1) y nicleo del tracto del trigémino V

(2) y scrapie (nticleo dorsal del vago (3)]

Médula espinal

(Procedencia: OIE Manual de Andlisis
diagndsticos y vacunas para animales
terrestres)
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2-3 COMPOSICION DEL KIT DE PURIFICACION TeSeE™ Sheep/Goat

2-4

ETIQUETADO TIPO DE REACTIVOS PRESENTACION CONSERVACION
Tubo de trituracion que contiene
Tubo de bolitas de ceramica en una solucién 2 bolsas +2°C 3 425°C
trituracion | tampdn (2 x 96 tubos)
Conservante: ProClin™ 300 (0,1%)
Reactivo 1 | Solucién de desnaturalizacion 1(;?2;:')0 +2°C a +8°C
. Solucioén de precipitacion 1 frasco o o
Reactivo 2 Colorante: azul de bromofenol (55 ml) +2°Ca+25°C
Reactivo 3 Tampon d.e solublllzamor_\ 1 frasco +2°C 3 425°C
Colorante: verde malaquita (7 ml)
Proteinasa K 1 frasco o o
PK Colorante: rojo fenol (0,5 ml) +2°Ca+8°C

El reactivo 2 y los tubos de trituracion son componentes genéricos. Pueden ser utilizados con

calquier lote del Kit de purificacion TeSeE™ sheep/goat.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Todos los reactivos del kit de purificacion TeSeE™ Sheep/Goat excepto la proteinasa K estan
listos para su uso.

El reactivo 1 es el tampon de dilucion de la proteinasa K.

La solucién se debe preparar de siguiente manera (4 pl de proteinasa K en 1 ml de reactivo 1):

DE’:\,‘,":,V:S-:% AS REACTIVO 1 PROTEINASA K
2 1 ml 4l
10 3ml 12 4l
18 5ml 20 pl
26 7 mi 28 pl
34 9ml 36 pl
42 11 ml 444l
50 13 ml 52 pl
58 15 ml 60 il
66 17 ml 68
74 19 ml 76
82 21 ml 84 pl
90 23 ml 92 pl

Los volimenes se deben medir de forma precisa con una pipeta. La punta de pipeta conteniendo
la PK se debe aclarar por ciclos sucesivos de aspiracion/distribucion en el reactivo 1.

Después de su reconstitucion, se homogeniza la solucion mediante inversiones sucesivas
hasta obtener una solucién homogénea roja.
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2-5 CONSERVACION, CADUCIDAD

Los reactivos del kit de purificacion TeSeE™ Sheep/Goat (Ref.: 3551165) se deben conservar
entre +2°C y +25°C, excepto el reactivo 1 y la proteinasa K que se deben conservar entre
+2°C y +8°C. Todos los reactivos son estables a estas temperaturas hasta la fecha de
caducidad indicada en el kit (antes y después de abrir los frascos).

Después de la dilucién, la solucién reconstituida de proteinasa K mantenida a temperatura
ambiente (+18°C a +30°C) se debe usar en 6 horas.

PROCEDIMIENTO

Para el procesamiento semiautomatico del protocolo de purificacién, consultar el manual
del operador de TeSeE™ NSP.

Protocolo manual:

1. Muestreo:

- Para muestras de obex, tomar una masa de 350 mg + 40 mg de tejido nervioso.

- Para tejidos periféricos (amigdala, ileon, ganglios linfaticos, parpados, bazo...)
colocar 1 medium bead o “bolita de tamafio medio” (Ref.: 3551171) en un tubo de
homogeneizacion antes de introducir la muestra. Pesar 200 mg + 20 mg de tejido (si se
utiliza ganglio linfatico tomar 2-3 zonas diferentes de la corteza externa). Cortar el tejido
en 2-3 trozos pequefios antes de depositarlos en el tubo de homogeneizacion.

Cerrar el tubo firmemente y proceder con el paso de molienda en el homogeneizador.

2. Molienda de muestra:
Nota: Cuando se utiliza una medium bead durante la homogeneizacion de muestra, el
TeSeE™ Precess 24™ no puede ser utilizado ya que puede darse riesgo de fugas.

Coloque los tubos en la corona del homogeneizador (sistemas Ribolyser®, TeSeE™
Precess 24™, TeSeE™ Precess 48™) utilizando los pardmetros del equipo que se muestran
en la tabla que figura a continuacion:

Tejido obex Ganglios linfaticos
. TeSeE™ Precess 48™ | . » ,M
Ribolyser® TeSeE™ Precess 24" Ribolyser® | TeSeE™ Precess 48

Tiempo (s) 45 45
Velocidad 6.5 6.5
Ndmero de 2 N/A 2 N/A
ciclos
Programa - Programa 1 - Programa 2
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Si la molienda es insuficiente, pueden realizarse 1 o 2 ciclos mas. Considérese que el
tubo debe alcanzar temperatura ambiente (18-30°C) entre cada ciclo. Para ello los tubos
pueden introducirse en hielo picado y esperar 5 minutos entre cada ciclo de agitacion
para que el equipo enfrie.




3. Calibracion de la muestra:

Retirar los tubos de trituracién del homogenizador, resuspender el homogenizado mediante

inversion antes de abrir los tubos y tomar 250 pl con la jeringa de calibracion (Ref.: 3551174 o

Ref.: 12007909) teniendo cuidado de sumergir la aguja en el sedimento de bolitas para evitar

tomar muestras de fragmentos de tejido.

Transferir cada muestra de 250 pl a un microtubo de ensayo Eppendorf de 2 ml.

Nota: En esta etapa, se pueden conservar cerrados los tubos de trituracion después de la

homogenizacién, como los microtubos después de la calibracion:

e a temperatura ambiente (+18°C a +30°C) durante 8 horas.

e de +2°C a +8°C (en hielo o en la nevera) durante 15 horas.

e 3 -20°C durante 1 afio. Las muestras congeladas se deben descongelar a temperatura
ambiente (+18°C a +30°C). Se pueden someter las muestras hasta un maximo de 3 ciclos
de congelacion/descongelacion. Las muestras se deben siempre homogenizar por
inversién antes de su uso.

. Tratamiento con PK:

Distribuir 250 pl (= 10%) de solucion reconstituida de proteinasa K en cada microtubo (ver
el parrafo 2.4), homogenizar e incubar a 37°C + 2°C en un bloque térmico durante 10 + 1
minutos.

Realizar series de varios microtubos y adaptar el nUmero de microtubos al equipo
empleado (pipetas automaticas/soporte) para evitar intervalos superiores a 5 minutos
en la distribucion de la proteinasa K reconstituida entre el primer microtubo y el
Ultimo. No superar dos minutos entre la homogenizacion y la incubaciéon a 37°C.
Mezclar inmediatamente después de afiadir la proteinasa K. La homogenizacion de los
microtubos cerrados se realiza por inversion (10 veces).

Precipitacion de la PrP* con el reactivo 2:

Retirar los microtubos del bloque térmico. Abrirlos y distribuir 250 pl (= 10%) del reactivo 2 en
cada microtubo. Homogenizar hasta que se obtenga un color azul homogéneo. Observar el
mismo orden de distribucion que se describe en el paso 4.

No superar intervalos de 2 minutos entre la salida del incubador y la homogenizacion de
la mezcla.

La homogenizacion se realiza en las mismas condiciones que en el paso 4.

. Concentracion de la PrPs® (centrifugacion):

En los 30 minutos siguientes a la distribucién y mezcla del reactivo 2, centrifugar (rotor del
tambor) los microtubos durante 5 minutos a 20.000 g o durante 7 minutos a 15.000 g a 20°C.

. Aclaracion de la muestra:

Desechar el sobrenadante invirtiendo sobre un contenedor de desechos cuando haya
terminado la centrifugacion.

Secar los microtubos invirtiendo sobre papel absorbente durante 5 minutos.

Distribuir 25 pl (+ 10%) del reactivo 3 en cada microtubo.

No superar un intervalo de 10 minutos entre el final de la operacién de secado y la
distribucién del reactivo 3.

Incubar inmediatamente durante 5 + 1 minutos a 100°C + 5°C. No superar los 2
minutos entre la distribucion del reactivo 3 y el comienzo de la incubacion.

Sacar los microtubos del incubador y homogenizar con un Vortex (5 + 2 segundos).

Las muestras se pueden conservar durante 5 horas entre +2°C y +8°C o congeladas
durante 72 horas a -20°C. Las muestras congeladas se deben descongelar a temperatura
ambiente (+18°C a +30°C) y homogenizar con un Vortex (5 + 2 segundos) antes del uso.
Consultar las instruccciones del kit TeSeE™ Sheep/Goat deteccion (Ref.: 3551166) para
mas detalles sobre el protocolo.
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Para mas informacién acerca de las recomendaciones relacionadas con algunos
componentes quimicos de este kit de prueba, consultar los pictograma(s) de las
etiquetas y la informacién proporcionada al final de las instrucciones de uso. Podra
consultar la Hoja de datos de seguridad de materiales en www.bio-rad.com.

2-7  LIMITES DEL PROTOCOLO DE PURIFICACION

Pueden encontrarse dificultades durante el paso de trituracion cuando se usan muestras
deshidratadas o tejidos periféricos. Si es necesario, se puede repetir el paso de
trituracion (paso No.2 del procedimiento) varias veces con este tipo de muestras.
Esperar 5 minutos entre 2 ciclos de trituracion.
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TeSeE™ Sheep/Goat KIT DE DETECCION

V¥ 192 ReF] 3551166

REACTIVOS PARA LA DETECCION /N VITRO DE LA PrPs¢ DESPUES DE
LA PURIFICACION EN OVEJAS Y CABRAS
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PRINCIPIO DE LA DETECCION DE LA PrPs POR EL METODO EIA

El kit de deteccion TeSeE™ Sheep/Goat es una técnica inmunoenzimatica (formato “sandwich”)
en la que se usan dos anticuerpos monoclonales para la deteccién de la proteina pridnica
anormal, resistente a la proteinasa K, en los tejidos de ovejas y cabras infectados. El kit contiene
suficientes reactivos para realizar 192 ensayos (incluyendo controles).

La fase solida se compone de 12 tiras de 8 pocillos de poliestireno recubiertos con
el primer anticuerpo monoclonal. El segundo anticuerpo monoclonal esta unido a la
peroxidasa.

El ensayo tiene los siguientes pasos reactivos:

1. Distribucién de los controles negativos (R3), positivos (R4) y de las muestras preparadas
con los reactivos del Kit de Purificacion TeSeE™ Sheep/Goat (Ref.: 3551165) en los
pocillos de la microplaca recubiertos con el primer anticuerpo monoclonal. Se puede
controlar visualmente la distribucién, puesto que hay una notable diferencia de color
entre un pocillo vacio y un pocillo que contiene una muestra.

2. Incubacién.

3. Lavado y posterior distribucion del anticuerpo marcado con peroxidasa. Esta distribucion
también se puede controlar visualmente por la diferencia de color entre un pocillo vacio y un
pocillo que contiene la solucién conjugada.

4. Incubacion.

5. Lavado y revelado de la actividad enzimatica unida a la fase sélida por adicion del
sustrato.

6. Parada del revelado del color, determinacion de la densidad 6ptica a 450 nm - 620 nm
(modo bicromatico) e interpretacion de los resultados.

MUESTRAS

El ensayo solo se puede realizar en muestras de PrP* purificadas obtenidas de tejido y
preparados con los reactivos y en las condiciones de uso del Kit de Purificacion TeSeE™
Sheep/Goat (Ref.: 3551165).

Las muestras purificadas se deben diluir con el reactivo R6 del Kit de Deteccion TeSeE™
Sheep/Goat.
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COMPOSICION DEL KIT

ETIQUETADO TIPO DE REACTIVO PRESENTACION
Microplaca: 12 tiras de 8 pocillos recubiertos con
R1 . . 2 placas
2 placas un anticuerpo monoclonal anti-PrP
Solucioén de lavado: Concentrada 10x Tampon Tris-
1 frasco
R2 NaCl pH 7,4 (250 ml)
Conservante: ProClin™ 300 (0,01%)
R3 Control negativo: Tampén PBS pH 7,2 suplementado 1 frasco
con BSA. Conservante: ProClin™ 300 (0,1%) (4 ml)
R4 Control positivo: Suero de cabra. Liofilizado. 1 frasco
Conservante: ProClin™ 300 (0,1%) (2 ml)
Diluyente de muestra: Tampén PBS pH 7,2 1 frasco
R6 suplementado con BSA y rojo fenol (35 mi)
Conservante: ProClin™ 300 (0,1%)
Conjugado: concentrado 10 veces del anticuerpo
monoclonal anti-PrP marcado con peroxidasa en un 1 frasco
R7 tampén PBS pH 7,1 suplementada con proteinas @,7 mi)
bovinas y coloreada con rojo fenol ’
Conservante: ProClin™ 300 (0,1%)
Tampon sustrato de la peroxidasa: Solucién de 1 frasco
R8 acido citrico y acetato de sodio pH 4,0 con H,0, al (60 m)
0,015% vy dimetilsulféxido al 4% (DMSO)
R9 Cromogeno: Solucién de tetrametilbenzidina (TMB). 1(:.:‘?30
R10 Solucién de parada: Acido sulftrico 1 N 11frasco
(28 ml)
Peliculas adhesivas 8

Los siguientes reactivos son componentes genéricos. diluyente de las muestras (R6), solucién
de lavado (R2), tampdn sustrato de la peroxidasa (R8), cromégeno (R9) y solucién de parada
(R10). Pueden ser utilizados con cualquier lote del Kit de deteccion TeSeE™ Sheep/Goat.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Antes de usar, permitir que los reactivos del Kit de deteccion TeSeE™ Sheep/Goat alcancen la
temperatura ambiente (+18°C a +30°C) durante 30 minutos.

1- Reactivos listos para usar
Microplacas (R1):
Antes de abrir la bolsa cerrada al vacio, hay que dejar que la microplaca se ajuste a
la temperatura ambiente (+18°C a +30°C) en su envase protector para evitar que se
produzca condensacién de agua en los pocillos. Abrir en el punto de soldadura y volver
a meter inmediatamente las tiras no usadas en la bolsa.
Cerrar herméticamente la bolsa después de expulsar el aire que podria quedar y
conservar de +2°C a +8°C.

El control negativo (R3), la solucién de dilucién de la muestra (R6) y la solucién de
parada (R10) estan listos para usar.
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2- Reactivos a reconstituir
Solucion de lavado (R2):
Diluir la solucién de lavado R2 hasta 1/10 en agua destilada, agua ultra pura (por
ejemplo, 100 ml del reactivo R2 en 900 ml de agua destilada).
Control positivo (R4):
Golpear muy suavemente el frasco del control positivo (R4) en la poyata de laboratorio
para desprender cualquier sustancia que se haya adherido al tapén de goma. Abrir el
frasco y disolver el contenido en 2 ml del diluyente R6. Tapar y mantener en reposo
durante mas o menos 1 minuto, agitando suavemente y de vez en cuando para facilitar la
disolucion.
Conjugado (R7):
Diluir el reactivo R7 hasta 1/10 en la solucion de lavado recientemente reconstituida
(por ejemplo, 0,1 ml del reactivo R7 en 0,9 ml de la solucién de lavado reconstituida)
teniendo en cuenta que es necesario 1 ml del conjugado preparado para completar 1 tira.
Homogenizar suavemente sin utilizar un agitador Vortex.
Solucion de revelado enzimatico (R8 + R9):
Diluir el reactivo R9 a 1/11 en el reactivo R8 (por ejemplo, 0,1 ml del reactivo R9 en 1 ml
del reactivo R8) teniendo en cuenta que 1,1 ml de solucién de revelado enzimatica es
necesario para completar 1 tira. Homogenizar suavemente sin utilizar un agitador Vortex.

3-5 CONSERVACION, CADUCIDAD

Mantener el kit de +2°C a +8°C antes de su uso; todos los reactivos son estables a esta
temperatura hasta la fecha de caducidad indicada en el kit.
Las caducidades de los reactivos después de la preparacion son las siguientes:

ETIQUETA- REACTIVOS CADUCIDAD
DO
R1 Microplaca en bolsa cerrada | 1 mes de +2°C a +8°C
herméticamente
R2 Solucién de lavado 24 horas a temperatura ambiente (+18°C a
reconstituida +30°C)
2 semanas de +2°C a +8°C
R4 Control positivo reconstituido | 2 horas a temperatura ambiente (+18°C a
(con reactivo R6) +30°C)
4 horas de +2°C a +8°C
6 meses a -20°C
Se recomienda dividir la solucién reconstituida
en alicuotas
de 0,5 ml y guardarlas inmediatamente a
-20°C.
Se pueden someter a 3 ciclos consecutivos de
congelaciéon/descongelacion.
R7 Solucion conjugada 8 horas a temperatura ambiente (+18°C a
reconstituida (con la solucién | +30°C)
de lavado diluida)
R8 + R9 Solucioén de revelado 6 horas a temperatura ambiente (+18°C a
+30°C) siempre protegida de la luz
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3-6

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA LA DETECCION DE LA PrPs POR
EL METODO EIA

Deben diluirse las muestras purificadas (capitulo 2.6) con 125 pl (+ 10%) del reactivo R6.
Homogenizar las muestras con Vortex (5 + 2 segundos) justo antes de distribuirlas en la
microplaca (R1).

PROCEDIMIENTO

Protocolo manual:

1. Retirar el soporte de microplacas y el nUmero de tiras necesarias (R1) del envase protector.
Guardar las tiras no usadas junto con la bolsa desecante en el envase de la microplaca y
cerrarla herméticamente.

2. Preparar el control positivo (R4), segun lo descrito en el capitulo 3.4.2.

3. Para cada serie de pruebas y para cada placa, distribuir en pocillos 100 pl (+ 10%) de
control/muestra en el siguiente orden:
- Pocillos A1, B1, C1, D1: control negativo (R3)
- Pocillos E1, F1: control positivo (R4)
- Pocillos G1, H1, etc... muestra diluida con el reactivo (R6)
Cada muestra se deposita en un solo pocillo.

4. Cubrir con pelicula adhesiva e incubar durante 75 minutos + 15 minutos a 37°C + 2°C.
5. Preparar la solucién de lavado (R2).
6. Preparar la solucién del conjugado (R7).

7. Retirar la pelicula adhesiva y realizar 3 ciclos de lavado. Se obtienen condiciones éptimas
de lavado con lavadores de placas PW40, PW41 o 1575 Bio-Rad con el programa TSE 3.
No dejar que la microplaca se quede al aire durante mas de 5 minutos después del Ultimo
ciclo de lavado. Secar por inversion en papel absorbente antes del siguiente paso.

8. Distribuir 100 pl (x 10%) de solucion del conjugado (R7) en cada pocillo.
9. Tapar con una pelicula adhesiva e incubar 60 min + 5 min de +2°C a +8°C.
10. Preparar la solucion de revelado enzimatico (R8+R9).

11. Retirar la pelicula adhesiva y realizar cinco ciclos de lavado. Se obtienen condiciones dptimas
de lavado con lavadores de placas PW40, PW41 o 1575 Bio-Rad con el programa TSE 5.
No dejar que la microplaca se quede al aire durante mas de 5 minutos después del ultimo
ciclo de lavado. Secar por inversion en papel absorbente antes del siguiente paso.

12. Distribuir 100 pl (+ 10%) de solucién de revelado (R8+R9) en cada pocillo e incubar la placa en la
oscuridad y a temperatura ambiente (+18°C a +30°C) durante 30 minutos + 5 minutos. No usar la
pelicula adhesiva durante esta incubacion.

13. Afadir 100 pl (+ 10%) de solucién de parada (R10) a cada pocillo de acuerdo con la misma
secuencia y el mismo orden utilizado en la distribucion de la solucién de revelado.

14. Limpiar cuidadosamente la cara inferior de la placa y determinar la densidad 6ptica a 450 nm - 620
nm (modo bicroméatico) en un maximo de 30 minutos después de parar la reaccion (las tiras deben
mantenerse siempre protegidas de la luz antes de la lectura).
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3-8 CALCULO E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

1) Calculo de la densidad éptica (DO) media del control negativo
DO R3 = media de los 4 DO de los controles negativos (R3)

2) Calculo del valor umbral
El valor umbral es igual a: DO R3 + 0,140
Ejemplo
DO R3 = 0,020
Valor umbral = 0,020 + 0,140 = 0,160

3) Condicion de validacion de la prueba
e Control negativo (R3):
a) Validacion de los valores individuales del control negativo:
Todos los valores para el control negativo deben ser inferiores a 0,100 unidades
de densidad optica.
Se puede eliminar como maximo un valor individual si la densitad 6ptica es
superior o igual a 0,100.
Se repite la prueba si méas de 1 valor del control negativo sobrepasa 0,100.

b) Homogeneidad de los valores del control negativo:
Calcular la media de los valores de la densidad dptica de los controles negativos que
quedan.
Las densidades 6pticas cuyos valores son superiores al valor de la media de las
densidades opticas de los controles negativos mas 40% (DO R3 + 40%) se deben
eliminar.
- Si un valor esta eliminado en la parte a), un valor solamente se puede descartar
en la parte b).
- Si ninguno de los valores esta eliminado en la parte a), se pueden eliminar como
maximo dos valores en la parte b).
La prueba se debe repetir si mas de dos valores de los controles negativos estan
descartados [seccidn a)+b)].

e Control positivo (R4):
La media de las densidades opticas de los controles positivos (DO R4 ) tiene que ser
superior o igual a 0.800 (DO).
Se debe repetir la prueba si la media de la densidades épticas de los controles
positivos (DO R4 ) es menor de 0.800 (DO).

4) Interpretacion de los resultados
Las muestras cuya densidad optica sea inferior al valor umbral se consideran negativas
segun el kit de deteccién TeSeE™ Sheep/Goat.
Sin embargo, los resultados situados justo por debajo del valor umbral (valor umbral
- 10%) deben interpretarse con cuidado y se deben volver a estudiar las muestras
correspondientes por duplicado a partir del homogenizado inicial.
Las muestras cuya densidad optica sea mayor o igual al valor umbral se consideran
inicialmente reactivas segun el kit de deteccion TeSeE™ Sheep/Goat y se deben volver a
estudiar por duplicado,a partir del homogenizado inicial, antes de la interpretacion final.
Después de repetir la prueba, se considera que la prueba es positiva segun el kit de
deteccién TeSeE™ Sheep/Goat cuando al menos una de las 2 medidas es positiva (mayor
que o igual al valor umbral). Se considera que la prueba es negativa segun el kit de deteccion
TeSeE"™ Sheep/Goat cuando estos dos valores son menores que el valor umbral.
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Las muestras repetidas por duplicado y que resulten negativas segun el kit de deteccion
TeSeE™ Sheep/Goat, pero en las que uno de los 2 valores esta proximo al valor umbral
(valor umbral - 10%) deben interpretarse con cuidado.

LIMITES DE LA PRUEBA

Un resultado negativo significa que la muestra analizada no contiene ninguna PrPs
detectable por el kit de deteccién TeSeE™ Sheep/Goat. Sin embargo, como los niveles muy
bajos de PrP* no pueden ser detectados, un resultado negativo no descarta la posibilidad
de infeccién.

Cualquier muestra con un resultado positivo reproducible segun los criterios de interpretacion
de la prueba tiene que estar confirmada de acuerdo con en el laboratorio de referencia nacional
del pais para las EET, o el laboratorio de referencia de la Comunidad Europea en casos
excepcionales.

MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO

® Agua destilada o agua ultra pura.

e Soluciones de hipoclorito de sodio 20 000 ppm (concentracion final) e hidroxido de sodio 1 M
(concentracion final).

e Papel absorbente.

e Guantes desechables.

e Gafas protectoras o mascara con visor.

Paso de purificacion:

* Microtubos de ensayo de polipropileno de 2 ml con tapas y un soporte de tubos adecuado.

* Pipetas automaticas o semiautomaticas regulables, que puedan distribuir volimenes
entre 20 pl y 500 pl.

* Homogenizador de tejidos tipo: Ribolyser®, TeSeE™ PRECESS 24™ o TeSeE™ PRECESS
48™*

¢ Centrifuga* adaptada a los microtubos de ensayo.

e Un incubador de microtubos* termostatizado a 37°C + 2°C y un incubador de microtubos*
termostatizado a 100°C + 5°C.

Para la purificaciéon semiautomatica de la muestra: sistema TeSeE™ NSP.

Paso de deteccion:

® Pipetas automaticas o semiautomaticas regulables o fijas que puedan distribuir 50 pl,
100 pl, 200 pl'y 1000 .

e Tubos de ensayo graduados de 10 ml, 20 ml'y 100 ml.

® Contenedores de desechos contaminantes.

¢ Incubador de microplaca termostatizado a 37°C + 2°C.

e Camara refrigerada a +2°C a +8°C.

¢ Sistema de lavado de microplacas automatico o semiautomatico.*

e Aparato de lectura de microplacas* (equipado con filtros de 450 nm y 620 nm).

e Sistema de microplacas* para la automatizaciéon de las etapas del protocolo del analisis.
La calidad del sistema debe estar en concordancia con los requisitos del protocolo de la
prueba.

* Contactar Bio-Rad para obtener la lista de los instrumentos disponibles.



PRECAUCIONES

La calidad de los resultados depende del cumplimiento de las siguientes buenas préacticas de

laboratorio:

e | os reactivos se deben conservar de +2°C a +8°C (los tampones 2, 3, R2 y los tubos de
trituracién pueden ser almacenados de +2°C a +25°C).

® No usar reactivos cuya caducidad haya expirado.

e No usar la proteinasa K reconstituida y conservada a temperatura ambiente (+18°C a
+30°C) durante mas de 6 horas.

* No mezclar ni combinar reactivos procedentes de kits con diferentes nimeros de lote en el
mismo ensayo, excepto los reactivos R2, R6, R8, R9, R10, tubos de trituracion y reactivo 2.

* R2, R6, R8, R9, R10 y los tubos de trituracion se pueden utilizar con otros productos de la
gama TeSeE™.

e Permitir que los reactivos se ajusten a la temperatura ambiente (+18°C a +30°C) durante
30 minutos antes de su uso.

¢ Reconstituir cuidadosamente los reactivos, evitando cualquier contaminacion.

e No realizar la prueba en presencia de vapores reactivos (acidos, bésicos, aldehidos) o
polvo, que podrian alterar la actividad enzimatica del conjugado.

e Usar sélo tubos de polipropileno.

e Usar elementos de vidrio perfectamente lavados, aclarados en agua destilada o
preferiblemente, material desechable.

¢ No dejar que la microplaca se seque mas de 5 minutos entre el final del lavado y la
distribucién de los reactivos.

e | a reaccién enzimatica es muy sensible a todos los metales o iones metalicos. En consecuencia,
ningun elemento metalico debe entrar en contacto con las diversas soluciones que contienen el
conjugado o el sustrato.

e La solucion de revelado (tampdn de sustrato + cromoégeno) debe ser incolora. La aparicion
de un color pocos minutos después de la reconstitucion indica que no se puede usar el
reactivo y debe reemplazarse. La solucion de revelado se debe preparar preferiblemente
en recipientes de plastico desechables o material de vidrio previamente lavado con &cido
clorhidrico 1 N, aclarado en agua destilada y seco. Conservar esta solucion protegida
de la luz.

e Usar una punta de pipeta nueva para cada muestra.

¢ El lavado de los pocillos es un paso esencial del procedimiento: respetar el nimero
recomendado de ciclos de lavado y asegurarse de que todos los pocillos estan
completamente llenos y luego completamente vacios. Un lavado incorrecto puede dar
resultados incorrectos.

* No usar nunca el mismo recipiente ni la misma punta de pipeta para distribuir el
conjugado Yy la solucién de revelado.

e | a presencia de cristales en el reactivo 1 no afecta el funcionamiento del reactivo. Los
cristales desaparecen después de pocos minutos en la temperatura ambiente (+18°C a
+30°C).

e El reactivo 2 puede aparecer levemente azul. Esto no afecta el funcionamiento del
reactivo.
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NORMAS DE HIGIENE Y SEGURIDAD

De manera general las condiciones de higiene, las medidas de bioseguridad y los buenos
métodos de trabajo tienen que seguir la recomendacioén de las autoridades legales del pais.

® Todos los reactivos del kit estan disefados para su uso en el diagndstico in vitro.

o Utilizar guantes desechables durante la manipulacién de los reactivos y de las muestras y
lavarse las manos concienzudamente después de manipularlos.

e No pipetear con la boca.

® Usar contenedores de polipropileno para evitar cualquier herida con vidrio roto.

e Todos los materiales que estén en contacto directo con las muestras y las soluciones de
lavado se deben considerar contaminados.

e Evitar las salpicaduras de muestras o de las soluciones que las contienen.

e Las superficies contaminadas se deben limpiar con lejia a 20 000 ppm. Cuando el liquido
contaminante es un &cido, las superficies contaminadas se deben neutralizar en primer lugar
con sosa antes de usar lejia. Las superficies se deben aclarar con agua destilada, se deben
secar con etanol y limpiar con papel absorbente. EI material empleado para el lavado se debe
desechar en un contenedor especial para desechos contaminados.

e Las muestras, el material y los productos contaminados se deben eliminar después de la
descontaminacion:

- empapando en sosa 1M (concentracién final) durante una hora a temperatura ambiente
(+18°C a +30°C),

- 0 empapando en lejia a 20 000 ppm durante 1 hora a temperatura ambiente (+18°C a +30°C),

-0 en autoclave a un minimo de 134°C durante por lo menos 18 minutos, bajo 3 bares de
presion.

Nota: nunca someter a autoclave soluciones que contengan lejia o reactivo 2.

e Todas las operaciones implicadas en las pruebas de deteccion de la encefalopatia
espongiforme transmisible (EET) estan sometidas a leyes y se deben realizar en un
laboratorio aislado, de acceso limitado y controlado, dedicados exclusivamente a esta
actividad. Es obligatorio el uso de bata de laboratorio, calzas, guantes, mascaras con
visor o mascaras simples con gafas de seguridad para garantizar la seguridad del
operador.

¢ | os operadores deben recibir una formacion especifica sobre los riesgos relacionados con
los agentes de la EET o priones y las formas validadas de descontaminacion para agentes
no convencionales.

Las medidas de bioseguridad deben estar de acuerdo con recomendaciones de las
autoridades legales del pais.

e Evitar cualquier contacto del tampdén del sustrato, del cromégeno y de la solucién de
parada con la piel y las mucosas.

¢ Neutralizar o someter a autoclave todas las soluciones de lavado o los desechos de
lavado de cualquier liquido que contengan muestras bioldgicas antes de su eliminacion.

Para mas informacién acerca de las recomendaciones relacionadas con algunos
componentes quimicos de este kit de prueba, consultar los pictograma(s) de las etiquetas
y la informacién proporcionada al final de las instrucciones de uso. Podra consultar la Hoja
de datos de seguridad de materiales en www.bio-rad.com.
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INFORMAZIONI GENERALI

Le encefalopatie spongiformi trasmissibili (EST) sono malattie degenerative a lento decorso
del sistema nervoso centrale indotte da agenti trasmissibili non convenzionali (agenti EST)
abitualmente noti con il nome di prioni.

Le EST vengono generalmente classificate in base alla loro eziologia come iatrogene,
ereditarie e/o sporadiche. Nel 18° secolo € stata segnalata la scrapie ovina di cui & stata
dimostrata la trasmissione (anche alle capre) anche se le modalita di contaminazione
all'interno dei greggi rimangono comunque oscure. Le EST sono state anche osservate nei
cervi e nelle alci (sindrome di dimagrimento cronico, CWD) e nelle mucche (encefalopatia
spongiforme bovina, BSE).

Anche 'uomo & suscettibile di alcune forme di EST. Esistono prove convincenti secondo le quali
I’encefalopatia spongiforme bovina (BSE) sia passata dal bestiame al'uomo, probabilmente
attraverso il consumo di carne contaminata.

Oltre a questa variante della malattia di Creutzfeldt-Jakob, tra le altre forme negli umani ci
sono il Kuru e la malattia di Creutzfeldt-Jakob iatrogena.

Nell'uomo sono state, inoltre, dimostrate forme puramente ereditarie (come la sindrome di
Gerstmann-Straussler-Scheinker [GSS]) e/o la malattia di Creutzfeldt-dakob sporadica, ma
le rispettive incidenze sono piuttosto basse. Non sappiamo se esistono simili casi di EST
sporadica negli animali.

Le principali caratteristiche di queste patologie sono :

e un decorso progressivo piuttosto lento ma sempre fatale,

¢ assenza di agenti infettivi convenzionali,

e accumulo progressivo nel sistema nervoso centrale di un’isoforma anormale della proteina
prionica naturale (PrP) denominata PrPs:. Tale isoforma & caratterizzata da particolari
proprieta biochimiche e, in special modo, da un aumento della resistenza alle proteasi.

Il periodo di incubazione sorprendentemente lungo precedente ai sintomi neurologici
suggerisce che eventi importanti della patogenesi delle EST possano aver luogo in siti extra
nervosi e, in particolar modo, nei tessuti linfoidi periferici.

Malgrado le numerose incognite e/o incertezze, il rilevamento della PrPs anormale & ora
riconosciuto quale il metodo di conferma della diagnosi di EST. Tale rilevamento viene
principalmente condotto su tessuti nervosi autoptici.

PrPsc anormali sono state anche rilevate in una serie di tessuti ed organi linfoidi : nei centri
germinali della milza, nei linfonodi, tonsille, e/o tessuto linfoide associato alla mucosa (in
fase di ricerca), nei modelli animali o in pecore affette da scrapie, cervi ed alci con CWD e
pazienti con vCJD.

| reagenti progettati dal “Commissariat a I'Energie Atomique - CEA” (Commissione dell’Energia
Atomica Francese), sviluppati, prodotti e commercializzati da Bio-Rad, consentono il
rilevamento delle PrP* su campioni prelevati dal Sistema Nervoso Centrale (SNC) e tessuti
periferici di animali.
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Tale determinazione comprende le seguenti procedure di reazione :

¢ Purificazione della PrP* (192 tests)
Eseguita con i seguenti reagenti ed accessori :

- Kit di Purificazione TeSeE™ Sheep/Goat Rif. :

- Siringa ed ago di calibrazione (x 200) Rif. :
o TSE Calibrat Syringe + Needle VITA (x 200) Rif. :

- Medium beads Rif.

¢ Rivelazione della PrPs*(192 tests)
Eseguita con i seguenti reagenti :

- Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat Rif. :

3551165
3551174
12007909

13551171

3551166
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CAPRINI
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2-1 PRINCIPIO DI PURIFICAZIONE DELLA PrPs

| reagenti del Kit di Purificazione TeSeE™ Sheep/Goat, consentono la purificazione, la

concentrazione e la solubilizzazione della PrPs* dai campioni di tessuto prelevati da ovini e caprini

infetti.

L’elaborazione dei campioni comprende le fasi seguenti :

e Frantumazione dei campioni

e Trattamento della PrP¢ con la proteinasi K

¢ Purificazione e concentrazione della PrPs

e Solubilizzazione della PrP* per il dosaggio immunoenzimatico con I'impiego dei reagenti
del Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat.

2-2 CAMPIONI

La purificazione della PrPsc si esegue sui campioni dal Sistema Nervoso Centrale (SNC) e
tessuti periferici (linfonodi, milza,...). Dal momento che la distribuzione di PrPsc e eterogenea
nel sistema nervoso centrale, per un rivelazione ottimale, bisogna prelevare preferibilmente
nell’area dell’obex del tronco encefalico. Il cucchiaio di estrazione per gli ovicaprini (rif:
3551184) puo essere utilizzato per estrarre sia il tronco encefalico che il cervelletto.

| campioni sono tagliati individualmente e pesati.

Nota : altri tessuti (tonsille, ileo, palpebra...) possono essere utilizzati solo per ricerca.

| campioni vengono conservati ad una temperatura compresa tra +2°C e +8°C se la
purificazione viene eseguita entro le 24 ore, altrimenti possono essere congelati per diversi
mesi.

E possibile sottoporre i campioni solo a 3 cicli di congelamento/scongelamento. Se &
necessario trasportare i campioni, bisognera confezionarli secondo la normativa locale in
vigore.

Cervello

Regione del
campionamentt |
(sinistra e destra)

Obex e

Midollo spinale

Sezione trasversale del tronco encefalico a livello
dell’'obex, che identifica il sito principale per la diagnosi
mediante istopatologia e immunoistochimica nella BSE

(nucleo del tratto solitario [1] e nucleo del tratto V del
trigemino [2]) e nella scrapie (nucleo dorsale del vago [3])

(Fonte:OIE- Manuale di Test Diagnostici e
Vaccini per Animali Terrestri)
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2-3 COMPOSIZIONE DEL KIT DI PURIFICAZIONE TeSeE™ Sheep/Goat

ETICHETTATURA TIPO DI REAGENTE PRESENTAZIONE | CONSERVAZIONE
Tubo di frantumazione contenente
Tuno di perline di ceramica in una soluzione 2 buste +2°C 3 425°C
frantumazione | tampone Conservante : ProClin™ (2 x 96 provette)
300 (0,1%)
Reagente 1 | Soluzione di denaturazione 1(;5(:::;; © +2°C a +8°C
Tampone di precipitazione 1 flacone o o
Reagente 2 Colorante : blu bromofenolo (55 ml) +2°Ca+25°C
Tampone di solubilizzazione 1 flacone o o
Reagente 3 Colorante : verde malachite (7 ml) +2°Ca+25°C
Proteinasi K 1 flacone o o
PK Colorante : rosso fenolo (0,5 mi) +2°Ca+8°C

Il reagente 2 e tubi de frantumazione sono dei componenti generici. Possono essere usati
con tutti i lotti del Kit di Purificazione TeSeE™sheep/goat.

2-4 PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Tutti i reagenti del Kit di Purificazione TeSeE™ Sheep/Goat, ad eccezione della proteinasi K, sono
pronti per I'uso. Il reagente 1 € il tampone di diluizione per la proteinasi K.
La soluzione va preparata nel modo seguente (4 pl di proteinasi K in 1 ml di reagente 1) :

DlN é’,{“j;?,m REAGENTE 1 PROTEINASI K
2 1 ml 4l
10 3ml 12 pl
18 5mil 20 pl
26 7ml 28 4l
34 9 ml 36
42 11 ml 44l
50 13 ml 52 pl
58 15 ml 60 pl
66 17 ml 68
74 19 ml 76
82 21 ml 84l
90 23 ml 92 pl

| volumi indicati devono essere pipettati esattamente. La punta che contiene la PK deve essere
correttamente risciacquata con cicli successivi di aspirazione/distribuzione nel reagente 1.

Dopo la ricostituzione, omogeneizzare la soluzione con inversioni consecutive fino ad
ottenere una soluzione rossa omogenea.
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2-5 CONSERVAZIONE, VALIDITA

74 M

| reagenti del kit di purificazione TeSeE™ Sheep/Goat kit (Ref.: 3551165) devono essere
conservati ad una temperatura compresa tra +2°C e +25°C, ad eccezione del reagente 1 e della
proteinasi K, i quali devono essere conservati tra +2°C e +8°C. Tutti i reagenti restano stabili
a queste temperature fino alla data di scadenza indicata sul kit (prima e dopo I'apertura dei
flaconi).

Dopo la diluizione, la soluzione di proteinasi K ricostituita, se conservata a temperatura
ambiente (+18°C a +30°C) va usata entro 6 ore.

PROCEDURA

Per il processamento semiautomatico dei campioni durante il protocollo di purificazione,
fare riferimento al manuale del sistema NSP TeSeE™.

Protocollo manuale:

1. Campionamento :

- Per campioni di obex, prelevare una massa di 350 mg + 40 mg di tessuto nervosa.

- Per i tessuti periferici (tonsille, ileo, gangli linfatici, palpebre, milza etc) inserire una biglia di
dimensioni medie ((“Medium bead”, Ref. : 3551171) deve essere inserita nella provetta da
triturazione prima di inserire il campione. Prelevare 200 mg + 20 mg di tessuto periferico
(se il campione & un ganglio linfatico prelevare in 2/3 punti differenti della corteccia
esterna). Tagliare il tessuto in 2-3 piccoli pezzi prima di metterlo nella provetta da
triturazione.

Chiudere bene la provetta e procedere con la fase di omogeneizzazione
2, Triturazione del campione :
Note: quando si utilizza una biglia media per triturare il campione non puo essere

utilizzato il TeSeE™ Precess 24™, in quanto potrebbero verificarsi dispersioni (perdite)

Place the tubes in the crown of the homogeniser (Ribolyser® or TeSeE™ Precess 24™ or
TeSeE™ Precess 48™ systems) using the instrument parameters shown in the table below:

Obex Tissue Lymphoid Nodes
Ribolyser® 22:5 Ei:g:zz gi Ribolyser® | TeSeE™ Precess 48™
Tempo (sec.) 45 45
Velocita 6.5 6.5
Numero di cicli 2 N/A 2 N/A
Programma - Programma 1 - Programma 2

Se la triturazione €’ insufficiente & possibile efettuare 1 o 2 agitazioni ulteriori. Tuttavia la
temperatura dei tubi deve essere riporatata a temperatura ambiente (18-30°C) tra i cicli.
Questo puo essere ottenuto sommergendo i tubi in ghiaccio tritato. Attendere 5 minuti tra
un ciclo ed il successivo per lasciar raffreddare lo strumento.



3. Calibrazione dei campioni :

Togliere le provette di frantumazione dall’omogeneizzatore, risospendere I’'omogenato

per inversione prima di aprire le provette ed aspirare 250 pl con la siringa di calibrazione

(Rif. : 3551174 o Rif. : 12007909) facendo attenzione ad immergere I'ago nelle perle per

evitare di prelevare frammenti di tessuto.

Trasferire ogni campione da 250 pl in una microprovetta tipo Eppendorf da analisi da 2 ml.

Nota : A questo punto, le provette di frantumazione dopo omogeneizzazione e le micro-

provette dopo calibrazione dei campioni possono anche essere conservate chiuse :

e a temperatura ambiente (+18°C a +30°C) per 8 ore.

e a +2°C e +8°C (in ghiaccio o nel frigo) per 15 ore.

e a -20°C per 1 anno. | campioni congelati vanno scongelati a temperatura ambiente
(+18°C a +30°C). | campioni possono essere sottoposti ad un massimo di 3 cicli di
congelamento/scongelamento. | campioni devono essere sempre omogeneizzati per
inversione prima dell’uso.

4. Trattamento della PK :

Distribuire 250 pl (+10%) di soluzione di proteinasi K ricostituita in ciascuna micro-
provetta (vd. paragrafo 2.4), omogeneizzare e introdurre in un incubatore con blocco
riscaldante a 37°C + 2°C per 10 + 1 minuti.

Eseguire serie di diverse micro-provette ed adattare il numero di micro-provette allo
strumento impiegato (pipetta automatica / rack) per evitare di superare intervalli di 5
minuti per la distribuzione della proteinasi K ricostituita fra la prima e I'ultima micro-
provetta. Non superare i 2 minuti tra ’'omogeneizzazione e I'incubazione a 37°C.
Mescolare subito dopo aver aggiunto la proteinasi K. L’omogeneizzazione delle micro-
provette chiuse viene eseguita per inversione (10 volte).

5. Precipitazione della PrP* con il reagente 2 :
Togliere le micro-provette dall’incubatore a blocchi riscaldanti. Aprirle e distribuire 250
pl di reagente 2 in ciascuna micro-provetta. Omogeneizzare fino ad ottenere un colore
blu omogeneo. Osservare lo stesso ordine di distribuzione descritto al punto 4.
Non superare intervalli di 2 minuti tra 'uscita dal'incubatore e 'omogeneizzazione.
L’omogeneizzazione si esegue nelle stesse condizioni descritte al punto 4.

6. Concentrazione delle PrPs* (centrifugazione) :
Entro i 30 minuti dopo aver aggiunto e mescolato il reagente 2, centrifugare (rotore da
tamburo) le provette per 5 minuti a 20.000 g o per 7 minuti a 15.000 g a 20°C.

7. Chiarificazione dei campioni :
Una volta terminata la centrifugazione, eliminare il surnatante capovolgendolo su un
contenitore dei rifiuti.
Asciugare le micro-provette capovolgendole su carta assorbente per 5 minuti.
Distribuire 25 pl (10%) di reagente 3 in ciascuna micro-provetta.
Non superare un intervallo di 10 minuti tra il termine dell’asciugatura e la distribuzione
del reagente 3.
Incubare immediatamente per 5 + 1 minuti a 100°C + 5°C. Non superare i 2 minuti tra la
distribuzione del reagente 3 e I'inizio dell’incubazione.
Togliere le micro-provette dall’incubatrice ed omogeneizzare con un Vortex (5 + 2
secondi).
| campioni vanno conservati per 5 ore ad una temperatura compresa tra +2°C e +8°C
o congelati per 72 ore a -20°C. | campioni congelati devono essere scongelati a
temperatura ambiente (+18°C a +30°C) ed omogeneizzati con un Vortex (5 + 2 secondi)
prima dell’'uso.
Consultare le informazioni contenute nel foglio illustrativo del Kit di Rivelazione TeSeE™
Sheep/Goat (Rif. : 3551166) per il protocollo dettagliato del test di rivelazione.
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Per le raccomandazioni su precauzioni e rischi correlati ad alcuni componenti chimici
del presente kit, consultare i simboli riportati sulle etichette e le informazioni fornite alla
fine delle istruzioni per I'uso. La Scheda di Sicurezza € disponibile su www.bio-rad.com.

LIMITI DEL PROTOCOLLO DI PURIFICAZIONE

Si possono incontrare difficolta durante la fase di frantumazione se si usano campioni
disidratati o tessuti periferici. Potrebbe dunque essere necessario ripetere diverse volte la
fase di frantumazione (fase No.2 della procedura) per questo tipo di campione.

Aspettare 5 minuti tra i 2 cicli di agitazione.



TeSeE™ Sheep/Goat KIT DI RIVELAZIONE

V¥ 192 ReF] 3551166

REAGENTI PER LA RIVELAZIONE /N VITRO DELLA PrPs¢ DOPO
PURIFICAZIONE NEGLI OVINI E CAPRINI
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PRINCIPIO DI RIVELAZIONE DELLA PrPs CON IL METODO EIA

Il Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat € una tecnica immunoenzimatica (formato
sandwich) che impiega 2 anticorpi monoclonali per la rivelazione della proteina prione
anormale, resistente alla proteinasi K, nei tessuti degli ovini e caprini infetti. Il kit contiene
reagenti a sufficienza per 192 test (compreso i controlli).

La fase solida si compone di 12 strisce di pozzetti in polistirene rivestiti del primo anticorpo
monoclonale. Il secondo anticorpo monoclonale & legato alla perossidasi.

Il test comprende le seguenti fasi reattive :

1. Distribuzione di controlli negativi (R3) e positivi (R4), dei campioni preparati con i reagenti
del Kit di Purificazione TeSeE™ Sheep/Goat (Rif. : 3551165) nei pozzetti della micropiastra
rivestiti con il primo anticorpo monoclonale. Tale distribuzione pud essere controllata a
vista grazie ad una marcata differenza di colore tra un pozzetto vuoto ed un pozzetto
contenente un campione.

2. Incubazione.

3. Lavaggio, quindi distribuzione dell’anticorpo marcato con perossidasi. Tale distribuzione
puod essere ugualmente controllata a vista grazie alla differenza di colore tra un pozzetto
vuoto ed uno contenente la soluzione di coniugato.

4. Incubazione.

5. Lavaggio, dunque rivelazione dell’attivita enzimatica legata alla fase solida mediante
aggiunta del substrato.

6. Arresto dello sviluppo cromatico, determinazione della densita ottica in lettura
bicromatica a 450 nm - 620 nm ed interpretazione dei risultati.

CAMPIONI
Il test si pud eseguire solo su campioni di PrP* purificata ottenuta dai tessuti preparati con i
reagenti e nelle condizioni d’impiego previste dal Kit di Purificazione TeSeE™ Sheep/Goat (Rif. :

3551165).

| campioni purificati vanno diluiti con il reagente R6 del Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat.



3-3

3-4

COMPOSIZIONE DEL KIT

it TIPO DI REAGENTE PRESENTAZIONE
Micropiastra : 12 strisce da 8 pozzetti rivestite di .
R1 : . : 2 piastre
anticorpo 2 piastre monoclonale anti-PrP
Soluzione di lavaggio : 10 volte concentrato
] 1 flacone
R2 Tampone Tris-NaCl pH 7,4 (250 ml)
Conservante : ProClin™ 300 (0,01%)
Controllo negativo : Tampone PBS pH 7,2 integrato 1 flacone
R3 con BSA @ mi)
Conservante : ProClin™ 300 (0,1%)
R4 Controllo positivo : Siero di capra. Liofilizzato. 1 flacone
Conservante : ProClin™ 300 (0,1%) (2 ml)
Diluente campioni : Tampone PBS pH 7,2 integrato
1 flacone
R6 con BSA e rosso fenolo (35 mi)
Conservante : ProClin™ 300 (0,1%)
Coniugato : 10 volte concentrato anticorpo mono-
clonale anti-PrP marcato con perossidasi in tampone 1 flacone
R7 PBS pH 7,1 integrata con proteine bovine e colorata 2,7 mi)
con rosso fenolo ’
Conservante : ProClin™ 300 (0,1 %)
Tampone di substrato di perossidasi : 1 flacone
RS Soluzione di acido citrico e sodio acetato pH 4,0 1 flacone
contenente H,O, 0,015 % e dimetilsolfossido (DMSO) (60 ml)
4%
R9 Cromogeno : Soluzione di tetrametilbenzidina (TMB) 1 I??r?l)ne
R10 Soluzione di arresto : Acido solforico 1 N 1 flacone
(28 ml)
Film adesivo 8

| seguenti reagenti sono dei componenti generici: diluente dei campioni (R6), soluzione
di lavaggio (R2), tampone di substrato di perossidasi (R8), cromogeno (R9) e soluzione di
arrresto (R10). Possono essere usati con tutti i lotti del Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Prima dell’uso, lasciare che i reagenti del Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat
raggiungano la temperatura ambiente (+18°C a +30°C) per 30 minuti.

1- Reagenti pronti per 'uso
Micropiastre (R1) :
Prima di aprire la busta sotto vuoto, lasciare che la micropiastra raggiunga la
temperatura ambiente (+18°C a +30°C) nella sua confezione protettiva per prevenire
la condensa d’acqua all’interno dei pozzetti. Aprire al punto di saldatura e riporre
immediatamente le file non utilizzate all’interno della bustina.
Chiudere bene la busta dopo aver espulso I'aria eventualmente presente, conservare ad
una temperatura compresa tra +2°C e +8°C.
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Il controllo negativo (R3), la soluzione per la diluizione dei campioni (R6) e la soluzione di
arresto (R10) sono pronti per I'uso.

2- Reagenti da ricostituire

Soluzione di lavaggio (R2) :

Diluire la soluzione di lavaggio R2 a 1/10 in acqua distillata, aqua ultrapura (ad esempio 100
ml di reagente R2 in 900 ml di acqua distillata).

Controllo positivo (R4) :

Picchiettare con delicatezza il flacone del controllo positivo (R4) sul banco di laboratorio
per far staccare eventuali sostanze adese al tappo di gomma. Aprire il flacone e
scioglierne il contenuto in 2 ml di diluente R6. Richiudere il flacone, e per favorire la
dissoluzione, lasciarlo riposare per approssimativamente 1 minuto.

Coniugato (R7) :

Diluire il reagente R7 a 1/10 nella soluzione di lavaggio recentemente ricostituita (ad esempio:
0,1 ml di reagente R7 in 0,9 ml di soluzione di lavaggio ricostituita). Per 1 striscia & necessario
e sufficiente 1 ml di coniugato pronto per I'uso. Omogeneizzare con delicatezza. Evitare
'impiego di un agitatore Vortex.

Soluzione per lo sviluppo enzimatico (R8 + R9) :

Diluire il reagente R9 a 1/11 nel reagente R8 (ad esempio: 0,1 ml di reagente R9 in 1 ml di
reagente R8). Per 1 striscia € necessario e sufficiente 1,1 ml di soluzione per la rivelazione
enzimatica. Omogeneizzare con delicatezza. Evitare I'impiego di un agitatore Vortex.

3-5 CONSERVAZIONE, VITA UTILE
Conservare il kit ad una temperatura compresa tra +2°C e +8°C prima dell’'uso; tutti i reagenti
sono stabili a questa temperatura fino alla data di scadenza indicata sul kit.
La vita utile dei reagenti dopo la preparazione & la seguente :
ETICHET- REAGENTE VITA UTILE
TATURA
R1 Micropiastra in bustina chiusa | 1 mese a +2°C a +8°C
ermeticamente
R2 Soluzione di lavaggio 24 ore a temperatura ambiente (+18°C a
ricostituita +30°C)
2 settimane a +2°C a +8°C
R4 Controllo positivo ricostituito | 2 ore a temperatura ambiente (+18°C a +30°C)
(con il reagente R6) 4 ore a +2°C a +8°C
6 mesi a -20°C
Si raccomanda di dividere la soluzione
ricostituita in
aliquote da 0,5 ml e di conservarle
immediatamente
a -20°C. Si possono sottoporre a 3 cicli
consecutivi di
congelamento/scongelamento.
R7 Coniugato ricostituito (nella 8 ore a temperatura ambiente (+18°C a
soluzione di lavaggio diluita) +30°C)
R8 + R9 Soluzione di sviluppo 6 ore a temperatura ambiente (+18°C a
+30°C), sempre a riparo dalla luce.

80 [T



3-6 PREPARAZIONE DEI CAMPIONI PER LA RIVELAZIONE DELLA PrPs: CON IL
METODO EIA

| campioni purificati (capitolo 2.6) vanno diluiti con 125 pl di reagente R6.
Omogeneizzare i campioni diluiti con il Vortex (5 + 2 secondi) prima di distribuirli sulla piastra
(R1).

PROCEDURA

Protocollo manuale :

1.

N o o A

10.

11.

12.

13.

14.

Rimuovere il rack di micropiastre e il numero necessario di strisce (R1) dall’involucro
protettivo. Riporre le strisce non utilizzate con la busta essicante nella bustina di
micropiastre e chiuderla ermeticamente.

Preparare il controllo positivo (R4), come descritto nel capitolo 3.4.2.

Per ogni serie di test e per ogni piastra, distribuire in pozzetti 100 pl (+ 10%) di controllo/
campione nell’ordine seguente :

- Pozzetti A1, B1, C1,D1: controllo negativo (R3)

- Pozzetti E1, F1 : controllo positivo (R4)

- Pozzetti G1, H1, ecc... : campione diluito con reagente (R6)

Ogni campione & depositato soltanto in un pozzeto.

Coprire con film adesivo ed incubare per 75 mn + 15 mn a 37°C + 2°C.
Preparare la soluzione di lavaggio (R2).
Preparare la soluzione di coniugato (R7).

Rimuovere il film adesivo, eseguire 3 cicli di lavaggio. Le condizioni ottimali di lavaggio
si ottengono con dispositivi di lavaggio per piastre PW40, PW41, o 1575 Bio-Rad con
programma TSE 3.

Non lasciare la micropiastra per pit di 5 minuti dall’ultimo ciclo di lavaggio. Asciugare
capovolgendo su carta assorbente prima del punto successivo.

. Distribuire 100 pl (= 10%) di soluzione di coniugato (R7) in ciascun pozzetto.
. Coprire con film adesivo ed incubare a 60 mn + 5 mn a +2°C a +8°C.

Preparare la soluzione per la rivelazione enzimatica (R8+R9).

Rimuovere il film adesivo, eseguire 5 cicli di lavaggio. Le condizioni ottimali di lavaggio
si ottengono con dispositivi di lavaggio per piastre PW40, PW41, o 1575 Bio-Rad con
programma TSE 5.

Non lasciare la micropiastra per piu di 5 minuti dall’'ultimo ciclo di lavaggio. Asciugare
capovolgendo su carta assorbente prima del punto successivo.

Distribuire 100 pl (+ 10%) di soluzione di rivelazione (R8+R9) in ciascun pozzetto ed
incubare la piastra al buio e a temperatura ambiente (+18°C a +30°C) per 30 mn + 5 mn.
Non usare il film adesivo durante I'incubazione.

Aggiungere 100 pl (+ 10%) di soluzione di arresto (R10) in ciascun pozzetto secondo la stessa
sequenza e seguendo lo stesso tasso di distribuzione usato per la soluzione di rivelazione.
Pulire accuratamente il fondo della piastra e stabilire la densita ottica in lettura
bicromatica a 450 nm - 620 nm entro i 30 minuti dall’arresto della reazione (le strisce
devono essere sempre protette dalla luce prima della lettura).
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3-8 CALCOLO ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

1) Calcolo della densita ottica media (DO) del controllo negativo
DO R3 = media delle quattro DO dei controlli negativi (R3).

2) Calcolo del valore di soglia
Il valore di soglia & pari a : DO R3 + 0,140
Esempio
DO R3 = 0,020
Valore di soglia = 0,020 + 0,140 = 0,160

3) Condizione di validazione del test
e Controllo negativo (R3) :
a) Validazione dei valori individuali del controllo negativo :
La densita ottica di ciascun controllo negativo deve essere inferiore a 0,100.
E possibile eliminare un massimo di un singolo valore aberrante se la densita ottica
é superiore o uguale a 0,100.
Se piu di 1 valore del controllo negativo & superiore a questo limite, il test va ripetuto.

b) Omogeneita dei valori del controllo negativo :

Calcolare il valore medio delle densite ottiche dei controlli negativi sui valori

individuali rimanenti.

| valori al di fuori del valore medio dei controlli negativi + 40 % (DO R3 + 40%) devono

essere eliminati.

- Se un valore del controllo negativo & eliminato in a), un solo altro valore pud essere
eliminato in b).

- Se nessun valore del controllo negativo é eliminato in a) € possibile eliminare un
massimo di due valori in b).

Il test va ripetuto se pit du due valori del controllo negativo sono eliminati [punti a)+b)].

e Controllo positivo (R4) :
La media delle densite ottiche dei controlli positivi (DO R4) deve essere superiore o
uguale a 0,800 (DO).
Il test va ripetuto se la media delle densite ottiche dei controlli positivi (DO R4) &
inferiore a questo limite.

4) Interpretazione dei risultati

| campioni con una densita ottica inferiore al valore di soglia sono considerati negativi
secondo il Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat.
Tuttavia, i risultati che si trovano appena sotto il valore di soglia (valore di soglia -10%) vanno
interpretati con cautela e i campioni riesaminati in duplicato, ripartendo dall’omogenato
iniziale.
| campioni con una densita ottica maggiore o equivalente al valore di soglia sono
considerati inizialmente reattiva dal Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat e vanno
riesaminati in duplicato, ripartendo dall’omogenato iniziale, prima dell’interpretazione finale.
Dopo aver ripetuto il test, il campione viene considerato positivo secondo il Kit di
Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat quando almeno una delle 2 misurazioni & positiva (DO
superiore o uguale al valore di soglia). Il campione & considerato negativo secondo il Kit di
Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat quando questi due valori sono inferiori a quello di soglia.
| campioni riesaminati in duplicato e risultati negativi secondo il Kit di Rivelazione TeSeE™
Sheep/Goat, ma per cui uno dei 2 valori si avvicina al valore di soglia (valore di soglia
-10%) vanno interpretati con cautela.
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LIMITI DEL TEST

Un risultato negativo indica che il campione sottoposto al test non contiene PrP*° rilevabile
dal Kit di Rivelazione TeSeE™ Sheep/Goat. Comunque, dal momento che livelli bassissimi
di PrP** potrebbero non essere rilevati, un tale risultato negativo non esclude la possibilita
d’infezione.

Ogni campione con un risultato positivo riproducibile secondo i criteri d’interpretazione del test
va confermato con il laboratorio nazionale di riferimento del paese per le EST o il laboratorio di
riferimento della Comunita Europea nelle circostanze eccezionali.

MATERIALE RICHIESTO MA NON FORNITO

¢ Acqua distillata o acqua ultrapura.

e Soluzione di ipoclorito di sodio 20 000 ppm (concentrazione finale) e di idrossido di sodio
1 M (concentrazione finale).

e Carta assorbente.

e Guanti monouso.

e Occhiali protettivi o mascherina con visiera.

Fase di purificazione :

* Micro-provette da analisi in polipropilene da 2 ml con relativo tappo e rack.

¢ Pipette regolabili automatiche o semiautomatiche capaci di distribuire volumi compresi tra
20 pl e 500 pl.

* Omogeneizzatore di tessuti : Ribolyser®, TeSeE™ Precess 24™ o TeSeE™ PRECESS 48™.*

e Centrifuga* per microprovette da analisi.

e Un incubatore* per microprovette da analisi termostatizzato a 37°C + 2°C ed un incubatore*
per microprovette da analisi termostatizzato a 100°C + 5°C.

Per la purificazione automatica del campione : sistemi TeSeE™ Key 1 e TeSeE™ Key 2.

Fase di rivelazione :

¢ Pipette regolabili o fisse, automatiche o semiautomatiche, capaci di distribuire volumi di 50
pl, 100 pl, 200 pl e 1000 pl.

e Provette da analisi graduate da 10 ml, 20 ml e 100 ml.

e Contenitori per rifiuti contaminati.

¢ Incubatore per micropiastre termostatizzata a 37°C + 2°C.

e Camera refrigerata a temperatura compresa tra +2°C e +8°C.

e Sistema* di lavaggio per micropiastre automatico o semiautomatico.

* Apparecchio” di lettura delle micropiastre (dotato di filtri 450 nm e 620 nm).

e Sistema microplate* per I'automatizzazione delle fasi di protocollo di analisi. Le
prestazioni del sistema devono essere conformi ai requisiti del protocollo del test.

* Contattare Bio-Rad per ottenere I’elenco degli strumenti disponibili.
PRECAUZIONI

La qualita dei risultati dipende dal rispetto delle seguenti pratiche di laboratorio

raccomandate:

¢ | reagenti vanno conservati a temperatura compresa tra +2°C e +8°C (il reagente 2,
reagente 3, R2 e tubi di frantumazione possono essere immagazzinati tra +2°C e +25°C).

e Non usare reagenti scaduti.

e Non usare la proteinasi K ricostituita e conservata a temperatura ambiente (+18°C a
+30°C) per piu di 6 ore.



e Nell’ambito della stessa manipolazione, non mischiare o combinare reagenti derivanti
dakit con numeri di lotto diversi, fatta eccezione per i reagentiR2, R6, R8, R9, R10, tubi
difrantumazione e reagente 2.

* R2, R6, R8, R9, R10 e i tubi di frantumazione possono essere utilizzati con gli altri
prodottidella gamma TeSeE™.

® Prima dell’'uso, lasciare che i reagenti raggiungano la temperatura ambiente (+18°C a
+30°C) per 30 minuti.

* Ricostituire accuratamente i reagenti, evitando ogni contaminazione.

e Non eseguire il test in presenza di vapori reattivi (acidi, alcali, aldeidi) o polvere, che
potrebbero alterare I'attivita enzimatica del coniugato.

e Usare solo provette in polipropilene.

e Usare componenti in vetro perfettamente lavati, sciacquati in acqua distillata o
preferibilmente materiale monouso.

* Non lasciare piu di 5 minuti tra la fine del lavaggio della micropiastre e la distribuzione dei
reagenti.

e La reazione enzimatica & molto sensibile a tutti i metalli o ioni metallici. Di conseguenza, non
bisogna far entrare in contatto alcun elemento metallico con le varie soluzioni contenenti il
coniugato o il substrato.

e La soluzione di rivelazione (tampone substrato + cromogeno) deve essere incolore. La
comparsa di un colore pochi minuti dopo la ricostituzione indica che il reagente non
pud essere usato e va sostituito. La soluzione di rivelazione deve essere preparata
preferibilmente con contenitori in plastica monouso e materiale di distribuzione o
componenti in vetro precedentemente lavati in acido idroclorico 1 N, sciacquati in acqua
distillata ed asciugati. Conservare la soluzione al riparo dalla luce.

e Usare un nuovo puntale di distribuzione per ciascun campione.

e || lavaggio dei pozzetti costituisce un passo essenziale della procedura: rispettare il
numero raccomandato di cicli di lavaggio ed assicurarsi che tutti i pozzetti siano riempiti
completamente e, successivamente, svuotati completamente. Un lavaggio non adeguato
puo portare a risultati erronei.

e Non usare mai lo stesso contenitore e pipetta per distribuire il coniugato e la soluzione di
rivelazione.

e La presenza di cristalli nel reagente 1 non influisce sulle prestazioni del tampone. | cristalli
spariscono dopo pochi minuti alla temperatura ambiente (+18°C a +30°C).

e || reagente 2 pud sembrare un po’blu. Cid non interessa le prestazioni del reagente.

ISTRUZIONI DI IGIENE E SICUREZZA

In generale : condizioni di igiene, di sicurezza e di buona pratica di laboratorio devono
essere in accordo con le norme in vigore.

e Tutti i reagenti del kit sono progettati per I’'uso nell’ambito della diagnosi in vitro.

¢ Indossare guanti monouso per manipolare i reagenti e i campioni e lavarsi le mani
accuratamente dopo averli manipolati.

e Non usare la pipetta con la bocca.

e Usare contenitori in poliproplilene per evitare ferite da vetro rotto.

e Tutti i materiali a contatto diretto con i campioni e le soluzioni di lavaggio vanno
considerati come contaminati.

e Evitare di schizzare i campioni o le soluzioni contenenti i campioni.

® Le superfici contaminate vanno pulite con una soluzione di ipoclorito di sodio
20 000 ppm.Se il liquido contaminante & un acido, le superfici contaminate vanno prima
neutralizzate con idrossido di sodio prima di usare la candeggina. Le superfici vanno
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sciacquate con acqua distillata, asciugate con etanolo e strofinate con carta assorbente.
Il materiale usato per la pulizia va smaltito in uno speciale contenitore per rifiuti
contaminati.

e | campioni, il materiale e i prodotti contaminati vanno eliminati dopo la
decontaminazione :

- immergendo in idrossido di sodio 1 M (concentrazione finale) per 1 ora a temperatura
ambiente (+18°C a 30°C).

- immergendo in soluzione di ipocrolito di sodio 20 000 ppm per 1 ora a temperatura
ambiente (+18°C a 30°C).

- sterilizzando in autoclave a minimo 134°C per almeno 18 minuti, a 3 bar di pressione.

Nota : mai mettere in autoclave soluzioni contenenti candeggina o reagente 2.

o Tutte le operazioni previste per i test di screening per Encefalopatia Spongiforme Trasmissibile
(EST) sono soggette a delle normative e vanno eseguite in un laboratorio ad accesso isolato,
limitato e controllato dedicato esclusivamente a questa attivita. Un camice da laboratorio,
soprascarpe, guanti, mascherina con visiera o semplice con occhiali protettivi sono necessari
per garantire la sicurezza dell’operatore.

e Gli operatori devono ricevere una formazione specifica in merito ai rischi relativi agli agenti
EST o ai prioni e ai modi di contaminazione riconosciuti per gli agenti non convenzionali.
Le misure di biosicurezza devono essere in accordo con le raccomandazioni delle autorita
regolatorie del paese.

e Evitare che cute e mucose vengano a contatto con il tampone di substrato, il cromogeno
e la soluzione di arresto.

¢ Neutralizzare e/o sterilizzare in autoclave tutte le soluzioni di lavaggio o i rifiuti del
lavaggio oppure eventuali liquidi contenenti campioni biologici prima della loro
eliminazione.

Per le raccomandazioni su precauzioni e rischi correlati ad alcuni componenti chimici
del presente kit, consultare i simboli riportati sulle etichette e le informazioni fornite alla
fine delle istruzioni per I'uso. La Scheda di Sicurezza € disponibile su www.bio-rad.com.
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TeSeE™ Sheep/Goat

REINIGUNGS-KIT - ¥/ 192 3551165
NACHWEIS-KIT - ¥ 192 3551166

KITS MIT REAGENZIEN FUR DIE IN VITRO REINIGUNG UND DEN /N
VITRO NACHWEIS VON PrPs¢ BEI SCHAFEN UND ZIEGEN

Innerhalb der Europdischen Union ist dieser Schnelltest fir die
Uberwachung von TSE bei Schafen und Ziegen zugelassen, die gemaB
Anhang X, Kapitel C der Verordnung der Europaischen Union (EC) No 999
/ 2001, welche durch die Verordnung der Kommission (EC) No 253 / 2006
vom 14. Februar 2006 geandert wurde, durchgeflihrt wird.

D}] 16006891 - 2018/09

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

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

Formen von TSE werden im Allgemeinen entsprechend ihrer Atiologie in iatrogen, familigr 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. Dariiber hinaus wurden Formen von TSE bei Rotwild und Elchen
(Chronic Wasting Disease = CWD) und Rindern (Bovine Spongiforme Enzephalopathie, BSE)
beschrieben.

Auch Menschen sind fur bestimmte Formen von TSE anféllig. Es gibt zwingende Beweise
daflr, daB die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) wahrscheinlich durch den Verzehr
von infiziertem Fleisch vom Rind auf den Menschen Ubergegangen ist.

Zusétzlich zu dieser Variante der Creutzfeldt-Jakob-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 tédlich endender Verlauf,

® Fehlen von konventionellen Krankheitserregern,

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

Die erstaunlich lange Inkubationszeit, die dem Auftreten von neurologischen Symptomen
vorausgeht, 148t darauf schlieBen, daB wichtige Abldufe 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 PrPs
jetzt als Verfahren zur Bestatigung der Diagnose TSE anerkannt. Dieser Nachweis erfolgt
hauptsé&chlich an Hand von post mortem gewonnenen 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 Rotwild und
Elchen mit CWD und bei Patienten mit vCJD wurde anormales PrPs nachgewiesen.

Die vom "Commissariat a I’énergie atomique - CEA” (franzdsische Behorde fir Atomenergie)
entwickelten Reagenzien, die von Bio-Rad weiterentwickelt, hergestellt und vertrieben werden,
ermdglichen die Bestimmung von PrP* in Proben des Zentralen Nervensystems (ZNS) und in
peripheren Geweben, die den zu testenden Tieren entnommen wurden.
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Die Bestimmung umfaBt die folgenden Reaktionsschritte:

¢ Reinigung von PrPs** (192 tests)

Dieser Schritt erfolgt unter Verwendung folgender Reagenzien und folgenden Zubehérs:

- TeSeE" Sheep/Goat Reinigungs-Kit Best.-Nr. 3551165

- Spritze und Nadel fir die Kalibration (x 200) Best.-Nr. 3551174
oder TSE Calibrat Syringe + Needle VITA (x 200) Best.-Nr.12007909

- Medium beads Best.-Nr. 3551171

¢ Nachweis von PrPs (192 tests)
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Dieser Schritt erfolgt unter Verwendung folgender Reagenzien:
- TeSeE" Sheep/Goat Nachweis-Kit Best.-Nr. 3551166



TeSeE™ Sheep/Goat REINIGUNGS-KIT

V¥ 192 ReF] 3551165

KIT MIT REAGENZIEN FUR DIE /N VITRO REINIGUNG VON PrPsc BEI
SCHAFEN UND ZIEGEN
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2-1 PRINZIP DER REINIGUNG VON PrpPs:

Mit den Reagenzien des TeSeE™ Sheep/Goat Reinigungs-Kits ist die Reinigung, die

Konzentrierung und das Solubilisieren von PrP* aus Proben von infizierten Schafen und Ziegen

moglich.

Die Behandlung der Proben umfaBt die folgenden Schritte:

¢ Homogenisieren der Proben

e Behandlung der Proben mit Proteinase K

¢ Reinigung und Konzentrierung des PrPs

e Solubilisierung des PrP* fir die enzym-immunologische Analyse mit den Reagenzien
aus dem TeSeE™ Sheep/Goat Nachweis-Kit.

2-2 PROBEN

Die Reinigung von PrPSc erfolgt an Hand von Proben aus dem Zentralen
Nervensystem (ZNS) oder aus peripherem Gewebe (Lymphknoten, Milz,...). Da PrPSc
im Zentralnervensystem heterogen verteilt ist, missen die Proben firr einen optimalen
Nachweis bevorzugt aus dem Bereich des Obex im Hirnstamm entnommen werden. Der
Probenentnahmel6ffel fir Schafe und Ziegen (Best.-Nr. 3551184) kann fur die Entnahme
sowohl von Hirnstamm als auch von Cerebellum eingesetzt werden.

Proben werden einzeln geschnitten und gewogen.

Anmerkung : andere Gewebe (Mandeln, Dinndarm, Augenlid...) nur fur kénnen
Forschungszwecke verwendet werden.

Die Proben werden bei +2°C bis +8°C gelagert, wenn die Aufreinigung innerhalb von 24
Stunden 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
ortlichen, gesetzlichen Bestimmungen verpackt werden.

Gehirn

Probenregion
(rechts oder links

Obex

Querschnitt durch den Hirnstamm auf der Ebene
des Obex, in dem die wichtigsten Zielstellen fir
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)
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2-3 ZUSAMMENSETZUNG DES TeSeE™ Sheep/Goat REINIGUNGS-KITS

BEZEICHNUNG ART DER REAGENZIEN MENGE LAGERUNG
Probenréhrchen mit Keramikperlen in
einer Pufferldsun: 2 Beutel
Probenrdhrchen . 9 . . (2x96 +2°C bis +25°C
Konservierungsmittel: ProClin™ 300 .
Probenrohrchen)
(0,1%)
. 1 Flasche o o
Reagenz 1 Denaturierungspuffer +2°C bis +8°C
(55 ml)
Fallungspuffer 1 Flasche o s o
Reagenz 2 Farbstoff: Bromphenolblau (55 ml) +2°C bis +25°C
Solubilisierungspuffer 1 Flasche o s o
Reagenz 3 Farbstoff: Malachitgriin (7 ml) +2°C bis +25°C
Proteinase K 1 Flasche o L G0
PK Farbstoff: Phenolrot (0,5 ml) +2°Cbis 8°C

Bei dem Reagenz 2 und den Probenréhrchen handelt es sich um generische Komponenten.
Diese kénnen in allen Chargen des TeSeE™ sheep/goat Purification Kits verwendet werden.

2-4 VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Mit Ausnahme von Proteinase K sind séamtliche in dem TeSeE™ Sheep/Goat Reinigungs-Kit
enthaltenen Reagenzien gebrauchsfertig. Der Reagenz 1 ist der Verdiinnungspuffer fiir die
Proteinase K.

Die PK-L6sung ist auf folgende Weise herzustellen (4 pl Proteinase K auf 1 ml Reagenz 1):

ANZAHL DER PROBEN REAGENZ 1 PROTEINASE K
2 1 ml 4l
10 3ml 12l
18 5ml 20 pl
26 7ml 28 pl
34 9ml 36 i
42 11 m a4l
50 13 ml 52 pl
58 15 ml 60 pl
66 17 ml 68 i
74 19 ml 76 i
82 21 ml 84 pl
90 23 ml 92 pl

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

Nach der Herstellung die Lésung durch mehrmaliges Umdrehen des Réhrchens
homogenisieren, bis eine gleichmaBig rétliche Lésung entstanden ist.
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2-5

2-6

LAGERUNG, HALTBARKEIT

Die Reagenzien “Probenrdhrchen, Reagenz 2 und Reagenz 3” des TeSeE™ Sheep/Goat
Reinigungskits (Best.-Nr. 3551165) werden bei +2°C bis +25°C aufbewahrt. Reagenz 1 und
die Proteinase K missen bei +2°C bis +8°C gelagert werden. Bei diesen Temperaturen sind
samtliche Reagenzien bis zu dem auf der Packung angegebenen Verfallsdatum haltbar (vor und
nach dem Offnen der Flaschen).

Wird die rekonstituierte Proteinase-K-L&sung nach dem Verdinnen bei Raumtemperatur
(+18°C bis +30°C) aufbewahrt, muB sie innerhalb von 6 Std. verbraucht werden.

TESTDURCHFUHRUNG

Fur die halbautomatische Durchfihrung des Reinigungsverfahrens siehe das
Bedienungshandbuch fiir TeSeE™ NSP.

Ablauf der manuellen Durchfiihrung:

1. Probenentnahme:

- Fir Obex Proben entnimmt man eine Masse von 350 mg + 40 mg Nervengewebe.

- Fur Peripheres Gewebe (Mandeln, lleum, Lymphknoten, Augenlider, Milz, ...), wird eine
Keramikperle mittlerer GroBe (,Medium bead”, Ref: 3551171) vor Zugabe der Probe in
das Probenrdhrchen vorgelegt. Dann entnimmt man eine Gewebemasse von 200 mg
+ 20 mg (bei Verwendung von Lymphknoten wird die Masse aus 2-3 unterschiedlichen
Arealen des duBeren Cortex entnommen). Danach wird das Gewebe in 2-3 kleinere
Stulicke zerschnitten, bevor man es in das Probenréhrchen Uberfiihrt.

Nun das Probenréhrchen fest verschlieBen und die Proben im Homogenisator zermahlen.

2. Zermahlen der Probe:
Anmerkung: Der TeSeE™ Precess 24™ kann nicht eingesetzt werden, wenn eine
Keramikperle verwendet wird, da mit einem Auslaufen zu rechnen ist.

Die Probenréhrchen in den Aufsatz des Homogenisators (Ribolyser® oder TeSeE™
Precess 24™ or TeSeE™ Precess 48™ Systeme) setzen und die Geréte Einstellungen wie in
der Tabelle unten angezeigt verwenden:

Obex Proben Lymphknoten
Ribolyser® EEZE :1:2:22 gi Ribolyser® | TeSeE™ Precess 48™
Zeit (sec.) 45 45
Geschwindigkeit 6.5 6.5
Zyklenanzahl 2 N/A 2 N/A
Programm - Programm 1 - Programm 2

Falls die Proben nicht grindlich genug zermahlen sind, kénnen 1 oder 2 weitere
Schuttelzyklen durchgefiihrt werden, wobei sichergestellt sein muss, dass die Temperatur
der Probenrohrchen zwischen den Zyklen wieder auf Raumtemperatur (+18°C bis +30°C),
z.B. mit Hilfe von zerstoBenem Eis, sinkt. Zwischen 2 Schuttelzyklen, 5 Minuten warten,
um das Gerat runterzukihlen.

3. Kalibrieren der Proben:
Die Probenréhrchen aus dem Homogenisator nehmen, das Homogenat durch Umdrehen
der Probenréhrchen vor dem Offnen wieder in Suspension bringen, und mit der
Kalibrationsspritze (Best.-Nr. 3551174 oder Best.-Nr. 12007909) 250 pl entnehmen,
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wobei die Nadel in das Perlenbett einzutauchen ist, um zu verhindern, daB Gewebestiicke

entnommen werden.

Jede Probe von 250 pl wird in ein 2 mI-Mikroreagenzréhrchen vom Typ Eppendorf gegeben.

Anmerkung:

In diesem Stadium kénnen sowohl die Probenréhrchen nach dem Homogenisieren als auch

die 2 ml-Réhrchen nach dem Kalibrieren verschlossen auch wie folgt aufbewahrt werden:

® bei Raumtemperatur (+18°C bis +30°C) fiir eine Dauer von 8 Std.

® bei +2°C bis +8°C (im Eisbad oder im Kihlschrank) fir eine Dauer von 15 Std.

e bei -20°C fir eine Dauer von 1 Jahr. Gefrorene Proben miissen bei Raumtemperatur
(+18°C bis +30°C) aufgetaut werden. Die Proben kénnen héchstens dreimal eingefroren
und wieder aufgetaut werden. Die Proben missen vor Gebrauch stets durch Invertieren
durchmischt werden.

. PK-Aufbereitung:
250 pl (+ 10%) der rekonstituierten Proteinase-K-Ldsung in jedes 2 ml-Réhrchen verteilen (s.
Abschnitt 2.4.), durchmischen und bei 37°C + 2°C in einem Heizblockinkubator fiir die Dauer
von 10 = 1 Min. inkubieren.
Werden Serien mit mehreren 2 ml-Rohrchen bearbeitet, sollte die Anzahl der 2 ml-Réhrchen
an die verwendeten Geratschaften angepasst werden (automatische Pipette / Stander fir 2
ml-Réhrchen), um zu verhindern, daB zwischen dem ersten und dem letzten 2 mI-Rohrchen
Zeitabstédnde von mehr als 5 Min. fir die Verteilung der rekonstituierten Proteinase-
K-L&sung verstreichen. Nicht mehr als 2 Min. zwischen dem Durchmischen und dem
Inkubieren bei 37°C vergehen lassen. Das Durchmischen sollte sofort nach dem Zusatz von
Proteinase K erfolgen.
Das Durchmischen der verschlossenen 2 ml-Rdéhrchen geschieht durch mehrmaliges
Invertieren (10x).

. Ausfallen von PrPs* mit Reagenz 2:
Die 2 mI-Réhrchen aus dem Heizblockinkubator nehmen. Die 2 mI-Rdéhrchen &ffnen und
250 pl (= 10%) Reagenz 2 in jedes 2 ml-Rohrchen geben. Gut durchmischen bis eine
gleichméBig blaue Farbung entsteht. Dieselbe Reihenfolge beim Verteilen einhalten wie
unter Schritt 4.
Nicht mehr als 2 Min. zwischen dem Entnehmen aus dem Inkubator und dem
Durchmischen verstreichen lassen.
Das Durchmischen erfolgt unter denselben Bedingungen wie unter Schritt 4.

. Konzentrierung von PrPs (Zentrifugieren):
Anschliessend oder nach max. 30 min. Wartezeit die 2 ml-Probenréhrchen bei 20°C
fUreine Dauer von 5 Min. bei 20.000 g oder fiir eine Dauer von 7 Min. bei 15.000
gzentrifugieren (Trommelrotor).

. Aufarbeitung des Niederschlages:

Den Uberstand nach dem Zentrifugieren durch Abschiitten (iber einem Abfallbehélter
entfernen.
Die 2 ml-Probenréhrchen umgedreht fiir eine Dauer von 5 Min. auf saugféhiges Papier
stellen und so trocknen.
25 pl (£ 10%) Reagenz 3 in jedes 2 mI-Rdhrchen geben.
Nicht mehr als 10 Min. zwischen dem AbschluB des Trocknungsvorgangs und dem
Zugeben von Reagenz 3 verstreichen lassen.
Umgehend flr eine Dauer von 5 + 1 Min. bei 100°C + 5°C inkubieren. Nicht mehr als 2
Min. zwischen dem Zugeben von Reagenz 3 und dem Beginn der Inkubation verstreichen
lassen.
Die 2 ml-Réhrchen aus dem Inkubator nehmen und mittels eines Mischgerates vom Typ
Vortex fir 5 Sek. + 2 Sek. homogenisieren.
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Die Proben konnen fur eine Dauer von 5 Std. bei +2°C bis +8°C oder gefroren fir eine
Dauer von 72 Std. bei -20°C aufbewahrt werden. Eingefrorene Proben missen vor
Weiterverwendung bei Raumtemperatur (+18°C bis +30°C) aufgetaut und anschlieBend
erneut mittels Vortex (5 Sek. + 2 Sek.) durchmischt werden.

Das genaue Verfahren fir den Nachweistest bitte der Packungsbeilage im TeSeE™ Sheep/
Goat Nachweis-Kit (Best.-Nr. 3551166) entnehmen.

Beziglich 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 erhéltlich.

2-7 VERFAHRENSGRENZEN

Beim Homogenisierungsschritt der Proben (2.6.2) kdnnen Schwierigkeiten auftreten,
wenngetrocknete oder aus peripherem Gewebe entnommene Proben verwendet werden.
Bei dieserArt von Proben muss der Homogenisierungsschritt ggf. mehrmals wiederholt
werden.Zwischen 2 Schiittelzyklen, 5 Minuten warten.
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TeSeE™ Sheep/Goat NACHWEIS-KIT

V¥ 192 ReF] 3551166

KIT MIT REAGENZIEN FUR DEN /N VITRO NACHWEIS VON PRPSC¢ NACH
AUFREINIGUNG BEI SCHAFEN UND ZIEGENS
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3-1

3-2

PRINZIP DER BESTIMMUNG VON PrPs: MITTELS EIA

Bei dem TeSeE™ Sheep/Goat Nachweis-Kit handelt es sich um eine enzymimmunologische
Technik (nach der Sandwichmethode), flr die 2 monoklonale Antikérper zum Nachweis
des anormalen Prionenproteins verwendet werden, die gegen Proteinase K in Proben von
infizierten Schafen und Ziegen resistent sind. Ein Kit enthalt ausreichend Reagenzien fir
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 Antikérper ist an Peroxidase
gebunden.

Die Bestimmung umfasst folgende Reaktionsetappen:

1. Verteilung der negativen (R3) und positiven (R4) Kontrollen und der, mit den Reagenzien
aus dem TeSeE™ Sheep/Goat Reinigungs-Kit (Best.-Nr. 3551165) vorbereiteten Proben
in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte. Diese Verteilung kann durch Sichtkontrolle
Uberpruft werden, denn der Farbunterschied zwischen einer leeren Vertiefung und einer
Vertiefung mit Probe ist deutlich erkennbar.

2. Inkubation.

3. Waschen, dann Zugabe des Peroxidase-markierten Antikorpers. Diese Verteilung kann
ebenfalls aufgrund des Farbunterschiedes zwischen einer leeren Vertiefung und einer
Vertiefung mit Konjugatlésung einer Sichtkontrolle unterzogen werden.

4. Inkubation.

5. Waschen, dann Entwickeln der enzymatischen Aktivitdt der Festphase durch Zugabe
von Substrat.

6. Stoppen der Enzymaktivitat, Ablesen der Extinktion bei 450 nm - 620 nm
(bichromatischer Modus) und Auswertung der Ergebnisse.

PROBEN

Der Test kann nur an Proben von gereinigtem PrPs durchgefiihrt werden, die aus den
entsprechenden Geweben entnommen und mit den Reagenzien aus dem TeSeE™ Sheep/
Goat Reinigungs-Kit (Best.-Nr. 3551165) und gemaB den Gebrauchsanweisungen aus
diesem Kit vorbereitet wurde.

Die gereinigten Proben missen mit Reagenz R6 aus dem TeSeE™ Sheep/Goat Nachweis-Kit
verdlnnt werden.
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3-3 ZUSAMMENSETZUNG DES TeSeE™ Sheep/Goat NACHWEIS-KITS

BEZEICHNUNG ART DER REAGENZIEN MENGE
Mikrotiterplatte: 12 Streifen mit 8 mit einem

R1 monoklonalen Anti-PrP-Antikdrper beschichteten 2 Platten
Vertiefungen
Waschlésung: Tris-NaCl-Puffer pH 7,4 in 10-facher

; 1 Flasche

R2 Konzentrierung (250 ml)

Konservierungsmittel: ProClin™ 300 (0,01%)
Negativkontrolle: PBS-Puffer pH 7,2, mit BSA
) 1 Flasche

R3 supplementiert @ mi)
Konservierungsmittel: ProClin™ 300 (0,1%)

R4 Positivkontrolle: Serum aus Ziegen. Lyophylisiert 1 Flasche
Konservierungsmittel: ProClin™ 300 (0,1%) (2 ml)
Probenverdiinnungsmittel: PBS-Puffer pH 7,2, mit 1 Flasche

R6 BSA und Phenolrot versetzt (35 mi)
Konservierungsmittel: ProClin™ 300 (0,1%)

Konjugat: Peroxidase-markierter monoklonaler
Anti-PrP-Antikdrper in 10-facher Konzentrierung in 1 Flasche

R7 PBS-Puffer pH 7,1, mit bovinem Protein versetzt und @,7 mi)
mit Phenolrot geférbt ’
Konservierungsmittel: ProClin™ 300 (0,1%)
Peroxidase-Substratpuffer: Losung aus 1 Flasche

R8 Zitronensaure und Natriumacetat pH 4,0 (60 mi)
mit 0,015% H,0, und 4% Dimethylsulfoxid (DMSO)

R9 Chromogen: Tetramethylbenzidinldsung (TMB) 1 '(:;a;(f)he

" . u 1 Flasche

R10 Stopplosung: Schwefelsaure, 1N 28 m)

Klebefolien 8

Bei den nachfolgenden Reagenzien handelt es sich um generische Komponenten:
Probenverdinnungsmittel (R6), Waschlésung (R2), Peroxidase-Substratpuffer (R8),
Chromogen (R9) und Stopplosung (R10). Diese kénnen in allen Chargen des TeSeE™
Sheep/Goat Detection Kits verwendet werden.

3-4 VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Die Reagenzien aus dem TeSeE™ Sheep/Goat Nachweis-Kit vor Gebrauch Uber einen
Zeitraum von 30 Min. auf Raumtemperatur (+18°C bis +30°C) erwarmen lassen.

1- Gebrauchsfertige Reagenzien
Mikrotiterplatten (R1):
Vor dem Offnen des Vakuum-verpackten Beutels, die Mikrotiterplatte in ihrer
Schutzpackung auf Raumtemperatur (+18°C bis +30°C) erwarmen lassen, um
eine Ansammlung von Kondenswasser in den Vertiefungen zu vermeiden. An der
SchweiBnaht 6ffnen, und die nicht gebrauchten Reihen sofort in die Verpackung
zuriickgeben.
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Den Beutel nach Entfernen von Luft dicht verschlieBen und bei +2°C bis +8°C
aufbewahren.

Die Negativkontrolle (R3), die Probenverdiinnungslésung (R6) und die Stopplésung
(R10) sind gebrauchsfertig.

2- Herzustellende Reagenzien

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 hangende Substanz zu I18sen. Die Flasche 6ffnen und den Inhalt in 2
ml Verdinnungsldsung 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 wiederhergestellter Waschlésung), und dabei beachten, daB fir
einen Streifen 1 ml gebrauchsfertiges Konjugat erforderlich und ausreichend ist. Behutsam
durchmischen, den Einsatz eines Vortex-Schittlers vermeiden.

Enzymatische Entwicklungslosung (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, daB fir einen Streifen 1,1 ml enzymatische
Entwicklungslésung erforderlich und ausreichend ist. Behutsam durchmischen, den
Einsatz eines Vortex-Schttlers vermeiden.

3-5 LAGERUNG, HALTBARKEIT

Das Kit bei +2°C bis +8°C aufbewahren; bei dieser Temperatur sind sémtliche Reagenzien bis
zu dem auf dem Kit angegebenen Verfallsdatum haltbar.
Nach der Zubereitung haben die Reagenzien die folgende Haltbarkeit:
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BEZEICH- ART DER REAGENZIEN HALTBARKEIT
NUNG
R1 Mikrotiterplatte in 1 Monat bei +2°C bis +8°C
fest verschlossener
Verpackung
R2 Verdlnnte Waschlésung 24 Stunden bei Raumtemperatur (+18°C bis +30°C)
2 Wochen bei +2°C bis +8°C
R4 Verdiinnte Positivkontrolle | 2 Stunden bei Raumtemperatur (+18°C bis +30°C)
(verdiinnt mit Reagenz R6) | 4 Stunden bei +2°C bis +8°C
6 Monate bei -20°C
Es empfiehlt sich, die rekonstituierte Losung in
Aliquote zu je 0,5
ml aufzuteilen und diese umgehend bei -20°C zu
lagern.
Die L6sung kann max. dreimal eingefroren und wieder
aufgetaut
werden.
R7 Verdiinnte Konjugatlésung | 8 Stunden bei Raumtemperatur (+18°C bis +30°C)
(in verdiinnter Waschlsg.)
R8 + R9 | Entwicklungslésung 6 Stunden bei Raumtemperatur (+18°C bis +30°C)
unbedingt im Dunkeln lagern

3-6 VORBEREITUNG DER PROBEN FUR DIE BESTIMMUNG VON PrPs MITTELS EIA

3-7

Die Proben aus Schritt 2.6 der Aufreinigung missen mit 125 pl Reagenz R6 verdinnt
werden. Die Probe unmittelbar vor dem Auftragen auf die Platte (R1) mit einem Vortex-
Schttler durchmischen (5 sek. + 2 sek.).

TESTDURCHFUHRUNG

Ablauf der manuellen Durchfiihrung:

1.

Den Sténder 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.

. Die Positivkontrolle (R4) gemaB 3.4.2. vorbereiten.

. Fur jeden Testansatz und jede Platte entsprechend dem folgenden Schema , 100 pl (+

10%) Kontrolle/Proben in die Vertiefungen verteilen:

- Vertiefung A1, B1, C1, D1: Negativkontrolle (R3)
- Vertiefung E1, F1: Positivkontrolle (R4)
- Vertiefung G1, H1, usw.: Reagenz (R6) verdiinnte Probe

Alle Proben werden in Einfachbestimmung untersucht.

. Mit Klebefolie abdecken und fiir eine Dauer von 75 Min. + 15 Min. bei 37°C + 2°C inkubieren.

. Die Waschldésung (R2) vorbereiten.
. Die Konjugatlésung vorbereiten (R7).

. Die Klebefolie entfernen und 3 Waschzyklen durchfihren.
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10.

11.

12.

13.

14.
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Optimale Waschbedingungen werden mit Bio-Rad Waschgeréten fiir 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 néchsten Schritt durch Umdrehen auf saugfahigem Papier trocknen.

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

Mit Klebefolie abdecken und fur eine Dauer von 60 Min. = 5 Min. bei +2°C bis +8°C
inkubieren.

Die enzymatische Entwicklungslésung (R8+R9) vorbereiten.

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

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

Die Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschzyklus nicht langer als 5 Min. stehen lassen.
Vor dem néchsten Schritt durch Umdrehen auf saugfahigem Papier trocknen.

100 pl (x10%) Entwicklungsldsung (R8+R9) in jede Vertiefung geben und die Mikrotiterplatte
im Dunkeln und bei Raumtemperatur (+18°C bis +30°C) fiir eine Dauer von 30 Min. = 5 Min.
inkubieren. Wahrend dieser Inkubation keine Klebefolie verwenden.

100 pl (x10%) Stopplésung (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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3-8 BERECHNUNG UND AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

1) Berechnung der mittleren Extinktion (DE) der negativen Kontrollen:

OD R3 = Mittelwert der 4 Extinktionswerte der negativen Kontrollen R3 (OD = optische Dichte)

2) Berechnung des Grenzwerts:

Zum Mittelwert der R3 0,140 hinzufligen, um den Grenzwert zu erhalten.
Beispiel:

OD R3 = 0,020

Grenzwert = 0,020 + 0,140 = 0,160

3) Bedingungen fiir die Testvalidierung

e Negative Kontrollen (R3):

a) Validierung der einzelnen Werte der negativen Kontrollen:
Der Wert jeder einzelnen negativen Kontrolle muss niedriger als 0,100
Extinktionseinheiten liegen.
Allerdings kann héchstens ein einzelner abweichender Wert eliminiert werden, wenn sein
Wert gleich oder hdher ist als 0,100 Extinktionseinheiten
Der Test muB wiederholt werden, wenn mehr als ein einzelner Wert fiir die negativen
Kontrollen auBerhalb dieses oben angegebenen Grenzwertes liegt.

b) Homogenitét der Werte flir die negativen Kontrollen:
Aus den verbleibenden einzelnen Werten fir die negativen Kontrollen wird der
Durchschnittswert berechnet.
Einzelne Werte groBer + 40% im Vergleich zum Durchschnittswert aller Werte (OD R3 +
40%) missen 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 kdnnen héchstens
zwei Werte in b) eliminiert werden.
Der Test muB3 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 hoher
oder gleich 0,8 sein. Der Test muB in jedem Fall wiederholt werden, wenn der Mittelwert der
positiven Kontrollen unter diesem Grenzwert liegt.

4) Auswertung der Ergebnisse
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Proben mit einer optischen Dichte unterhalb des Grenzwertes gelten als negativ im
Sinne des TeSeE™ Sheep/Goat Nachweis-Kits.

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
ursprunglich reaktiv im Sinne des TeSeE™ Sheep/Goat Nachweis-Kits und sollten,
ausgehend vom urspriinglichen Homogenat im Doppelansatz erneut getestet werden.
Nach Wiederholung des Tests gilt eine Probe als positiv im Sinne des TeSeE™ Sheep/
Goat Nachweis-Kits, wenn mindestens eine der beiden Messungen positiv ist (gréBer
oder gleich dem Grenzwert).

Die Probe gilt als negativ im Sinne des TeSeE™ Sheep/Goat Nachweis-Kits, wenn die
beiden Werte niedriger als der Grenzwert sind.

Im Doppelansatz getestete Proben, die im Sinne des TeSeE"™ Sheep/Goat, Nachweis-
Kits als negativ gelten, fur die aber einer der beiden Werte nahe an dem Grenzwert
liegen (Grenzwert minus 10%), sind mit Vorsicht auszuwerten.



3-9 VERFAHRENSGRENZEN

Ein negatives Ergebnis bedeutet, daB die getestete Probe keine durch das TeSeE™ Sheep/
Goat Nachweis-Kit nachweisbare PrPs enthalt. Da sehr niedrige Konzentrationen an PrPs
allerdings dem Nachweis entgehen konnen, schlieBt ein solches negatives Ergebnis die
Méglichkeit einer Infektion nicht aus.

Jede Probe, welche ein reproduzierbares, positives Ergebnis geméaB den Auswertekriterien des
Tests aufweist, muB im jeweiligen Nationalen Refernzlabor fiir TSEs oder in Ausnahmafallen im
Referenzlabor der EU bestétigt werden.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN

e Destilliertes oder vollsténdig entionisiertes Wasser (ultrapur).

® 20 000 ppm Natriumhypochloritldsung (Endkonzentration) und 1M Natriumhydroxid
(Endkonzentration).

e Saugféhiges Papier.

e Einmalhandschuhe.

e Schutzbrille oder Schutzmaske mit Visier.

Reinigungsschritt:

® Mikro-Probenréhrchen zu 2 ml vom Typ Eppendorf aus Polypropylen mit VerschluBkappen
und einem entsprechenden Réhrchensténder.

e Automatisch oder halbautomatisch einstellbare Pipetten, mit denen sich Volumen
zwischen 20 pl und 500 pl verteilen lassen.

e Gewebehomogenisator: Ribolyser®, TeSeE™ PRECESS 24™ oder TeSeE™ PRECESS 48™.*

e Zentrifuge, passend fir die 2 ml-Rdhrchen.*

e Einen Inkubator fur 2 ml-Réhrchen mit einem auf 37°C + 2°C eingestellten Thermostat und
einen Inkubator flir 2 ml-Réhrchen mit einem auf 100°C + 5°C eingestellten Thermostat.”

Fir die halbautomatische Reinigung der Probe: SystemTeSeE™ 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 fur infektiose Abfalle

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

o Kuhlzelle mit +2°C bis +8°C.

e Automatisches und halbautomatisches Waschsystem fur Mikortiterplatten®.

e Ablesegerat fiir Mikrotiterplatten (mit Filtern zu 450 nm und 620 nm ausgestattet)*.

e Mikrotiterplatten-System fir die Automatisierung der einzelnen Abschnitte des
Testprotokolls. Die Funktionsweise des Systems bei der Abarbeitung des Tests muB mit
den Bedingungen des Testprotokolls Ubereinstimmen.”

* Bitte kontaktieren Sie Ihre lokale Bio-Rad Niederlassung um eine Liste der verfigbaren
Geréte zu erhalten.
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VORSICHTSMASSNAHMEN

Die Qualitat der Ergebnisse hangt von der Einhaltung der folgenden Prinzipien der Guten

Laborpraxis ab:

* Reagenzien bei +2°C bis +8°C lagern (der Reagenzien Reagenz 2, Reagenz 3 und R2
sowie die Probenréhrchen kénnen bei +2°C bis +25°C gelagert werden).

® Reagenzien nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

¢ Die rekonstituierte und bei Raumtemperatur (+18°C bis +30°C) aufbewahrte Proteinase K
im Zeitraum von 6 Stunden verwenden.

e Reagenzien von Kits mit unterschiedlichen Chargen-Nr. nicht fir denselben
Testansatzmischen oder kombinieren, mit Ausnahme der Reagenzien R2, R6, R8, R9,
R10, Probenréhrchen und Reagenz 2.

* R2, R6, R8, R9, R10 und Probenrb6hrchen kénnen mit anderen Kits der TeSeE™
Produktlinieverwendet werden.

® Reagenzien vor Gebrauch Uber einen Zeitraum von 30 Min. auf Raumtemperatur (+18°C
bis +30°C) erwarmen lassen.

¢ Reagenzien sorgféltig ansetzen und dabei jegliche Verunreinigung vermeiden.

e Den Test nicht in Gegenwart von reaktiven Dampfen (Sauren, Basen, Aldehyden) oder
Staub, die die Enzymaktivitat des Konjugats beeintrachtigen kdnnten, durchfihren.

e AusschlieBlich Probenréhrchen aus Polypropylen verwenden.

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

¢ Die Mikrotiterplatte zwischen dem AbschluB eines Waschvorgangs und der Verteilung der
néchsten Reagenzien nicht Ianger als 5 Minuten trocknen lassen.

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

¢ Die Entwicklungslésung (Substratpuffer und Farbbildner) miissen farblos sein. Tritt
wenige Minuten nach der Herstellung der Entwicklungslédsung eine Farbreaktion
auf, bedeutet dies, daB das Reagenz nicht verwendet werden darf und durch ein
neues Reagenz ersetzt werden muB. Die Entwicklungslésung 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, daB die Vertiefungen
zunédchst vollstandig geflllt und anschlieBend vollstandig geleert werden. Unkorrektes
Waschen kann zu unkorrekten Ergebnissen fuhren.

e Fur die Verteilung des Konjugats und der Entwicklungsldésung niemals denselben
Behalter und dieselbe Pipette verwenden.

* Das Vorhandensein von Kristallen in Reagenz 1 beeinfluBt nicht die Leistung des
Reagenz. Die Kristalle 16sen sich nach wenigen Minuten bei Raumtemperatur (+18°C zu
+30°C).

e Reagenz 2 kann leicht blau geférbt aussehen. Dies beeinfluBt nicht die Leistung des

Reagenz.

HYGIENE- UND SICHERHEITSVORKEHRUNGEN

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

e Samtliche Reagenzien des Kits sind zum Gebrauch fiir die in vitro Diagnostik bestimmt.
e Bei der Handhabung der Reagenzien und der Proben Einmalhandschuhe tragen und
anschlieBend die Hande griindlich waschen.
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e Nicht mit dem Mund pipettieren.

e Behélter aus Polypropylen verwenden, um Verletzungen durch zerbrochenes Glas
vorzubeugen.

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

e Das Verspritzen von Proben oder von Proben-haltigen Lésungen vermeiden.

e Kontaminierte Arbeitsflachen missen mit 20 000 ppm Natriumhypochlorit-Lésung
gereinigt werden. Handelt es sich bei der kontaminierenden Flissigkeit um eine Saure,
missen die Arbeitsflachen zundchst mit Natriumhydroxid neutralisiert werden, bevor
Bleiche verwendet wird. Arbeitsflaichen 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 Abfallbehalter als kontaminierte
Abfélle entsorgt werden.

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

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

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

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

Anmerkung: Lésungen, die Natriumhypochlorit-Lésung enthalten, nie im

Autoklaven behandeln oder Reagenz 2.

e Samtliche Aktivitdten im Zusammenhang mit Screeninguntersuchungen
fur 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. Fur die Sicherheit des Bedienungspersonals sind Laborkittel,
Uberschuhe, Handschuhe, Schutzmaske mit Visier oder eine einfache Schutzmaske mit
Sicherheitsglas zu tragen.

e 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. Die
MaBnahmen zur biologischen Sicherheit miissen den jeweils geltenden Richtlinien der
nationalen Behérden entsprechen.

¢ Jeglichen Kontakt des Substratpuffers, des Farbbildners und der Stopplésung mit Haut
und Schleimh&uten vermeiden.

e Samtliche Waschlésungen, Waschriickstdnde oder andere Flussigkeiten, die biologische
Proben enthalten, vor deren Entsorgung neutralisieren und / oder im Autoklaven
behandeln

Bezliglich 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 erhéltlich.
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© TO31 NPOAYKT CbAbPXKA YOBELIKN UAN KUBOTUHCKM KOMMOHEHTU. BbaeTe BHUMaTenHu npu paboTa ¢
Hero.

e AFERTBABYWRS |, BIOLLE,

s AERIENBUMARS , BIOERE,

¢ Tento vyrobek obsahuje lidské nebo zvifeci 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 elaimista peraisin olevia osia. Kasittele varovasti.

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

* AUTO TO TIPOIOV MepLEXEL avBpaTiva 1) {wika oTolXeia. XEIPIOTEITE TO e MPOCOXN.

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

o A készitmény emberi vagy allati eredeti 6sszetev6ket tartaimaz. Ovatosan kezelend6.

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

e ARRBICRENFLERBWRROBERDIFEETNETT, BWBRWICTERETE W,

e B NES MY EE SERe dE20| ZEE|0| JELICH FZ0ll FIsHAIZ| HHRLICH

« Siame produkte yra mogigkosios arba gyviininés kilmés sudétiniy daliy. Elgtis atsargiai.

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

 Dit product bevat menselijke of dierlijke bestanddelen. Breekbaar.

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

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

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

* Acest produs contine materiale de origine umana sau animala. Manevrati-l cu grija.

¢ Denna produkt innehéller 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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&

H314 - H317 - H226 - H318 - H315 - H302
H334 - H335 - H336 - H412

P210 - P261 - P280 - P305+P351+P338
P301+P330+P331 - P302+P352 - P333+P313
P273 - P501

(BG)

onacHo

MpuynHABa TeXKN M3rapAHUA Ha Koxara M CEPUO3HO
yBpex/JaHe Ha oymTe. Moxe Aa MPUYMHM anepruyHa
KOXHa peakuua. 3amaaumum TeYHOCT W mnapwu.
MNpeansBnkBa CePUO3HO YBpexJaHe Ha ouuTe.
MNpenusenkea ApasHeHe Ha KoxaTta. Bpeaen npwu
nornblwaHe. Moxe f[a NPUYMHWU ANepruyHn Uau
ACTMATUYHM CUMMTOMMU WAK 3aTPyAHEHWA B AWlLAHeTO
npu BauwBeaHe Moxe aa npeausBuka [ApasHeHe Ha
AunxatenHute mbTuwa. Moxe ga npean3suka CbHANBOCT
WNn CBeTOBbpTeX. BpeaeH 3a BogHUTE opraHusmu, c
AbAroTpaeH edekT.

Jla ce nasu ot TonnuHa. TOTIOHOMYyLEeHeTo 3abpaHeHo.
U3bsareanTe BAMWBAHE Ha npax/nywek/ras/aum/
u3snapeHus/aeposonu W3nonseanTte npeanasHu
pbkaBuumM/npeanasHo obnekno/npeanasHu ouuna/
npeanasHa macka 3a nuue. NMPU KOHTAKT C OYUTE:
lMpomuBanTe BHMMATENHO C BOAA B MPOAb/IKEHWE
Ha HAKONKO MUHyTW. CBaseTe KOHTaKTHWUTE newu,
aKo MMa TakuBa W [JOKOJIKOTO TOBA € Bb3MOXHO.
Mpoabvnxkaeante aa npomueate. MPU MOMTbLWAHE:
u3nnakHete yctata. HE npeausBukeanTe MoBpbliaHe.
MNP KOHTAKT C KOXATA: M3muiiTe 06MAHO CbC
canyH u Boaa. MNpu nosBa Ha KOXHO ApasHeHe unun
0b6puB Ha Koxara: lMoTbpceTe MeAWUMHCKU CbBeT/
nomoly,. Jla ce u3bArea MnyckaHe B OKOJIHATA cpeja.
M3xBbpReTe CbAbPKaHNETO/KOHTEHepa B CbOTBETCTBUE
[« MeCTHUTe/pernoHanHnTe/HaunoHanHuTe/
MeXAyHapOAHUTE pasnopendu.

(CN)
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(C2)

Nebezpeéi

ZpUsobuje tézké poleptani kize a poskozeni o¢i. Mize
vyvolat alergickou kozni reakci. Hoflava kapalina a pary.
ZpUsobuje vazné poskozeni oc¢i. Drazdi kdzi. Zdravi Skodlivy
pfi poziti. Pfi vdechovani mlize vyvolat piiznaky alergie nebo
astmatu nebo dychaci potize. Mlze zplsobit podréazdéni
dychacich cest. Muze zplsobit ospalost nebo zavraté.
Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi tcinky.
Chrarite pred teplem/jiskrami/otevienym plamenem/
horkymi povrchy. Zakaz koureni. Zamezte vdechovani
prachu/dymu/plynu/mlhy/par/aerosoll. Pouzivejte ochranné
rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/oblicejovy Stit.
PRI ZASAZENI OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud
je Ize vyjmout snadno. Pokradujte ve vyplachovani. PRI
POZITI: Vyplachnéte Usta. NEVYVOLAVEJTE zvraceni. PRI
STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody a mydia.
Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Vyhledejte lékarskou
pomoc/oSetieni. Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prosttedi.
Obsah/nadobu likvidujte v souladu s mistnimi/regionalnimi/
narodnimi/mezinarodnimi predpisy.

(DE)

Gefahr

Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere
Augenschaden. Kann allergische Hautreaktionen
verursachen. Fliissigkeit und Dampf entziindbar. Verursacht
schwere Augenschaden. Verursacht Hautreizungen.
Gesundheitsschadlich bei Verschlucken. Kann bei Einatmen
Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen. Kann die Atemwege reizen. Kann Schlafrigkeit
und Benommenheit 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 spllen. Vorhandene Kontaktlinsen nach
Méglichkeit entfernen. Weiter spiilen. BEI VERSCHLUCKEN:
Mund ausspllen. KEIN Erbrechen herbeifiihren. 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
gemaB den drtlichen / regionalen / nationalen/ internationalen
Vorschriften.

(DK)

Fare

Forarsager svaere forbraendinger af huden og ejenskader.
Kan forérsage allergisk hudreaktion. Brandfarlig vaeske
og damp. Forarsager alvorlig ejenskade. Forarsager
hudirritation. Farlig ved indtagelse. Kan forarsage allergi- eller
astmasymptomer eller andedreetsbesveer ved indanding.
Kan forarsage irritation af luftvejene. Kan forarsage slevhed
eller svimmelhed. Skadelig for vandlevende organismer, med
langvarige virkninger.

Holdes veek fra varme/gnister/aben ild/varme overflader.
Rygning forbudt. Undga indanding af pulver/reg/gas/tage/
damp/spray. Beer beskyttelseshandsker/beskyttelsestoj/
ojenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse VED KONTAKT MED
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GJINENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fijern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan gores let. Fortsaet
skylning. | TILFALDE AF INDTAGELSE: Skyl munden.
Fremkald IKKE opkastning. VED KONTAKT MED HUDEN:
Vask med rigeligt saebe og vand. Ved hudirritation eller
udslet: Seg leegehjeelp. Undga udledning til miljoet.
Bortskaffelse af indholdet/beholderen i henhold til de lokale/
regionale/nationale/internationale forskrifter.

(EE)

Ettevaatust

Pohjustab rasket nahasodvitust ja silmakahjustusi. Voib
pohjustada allergilist nahareaktsiooni. Tuleohtlik vedelik
ja aur. Pohjustab raskeid silmakahjustusi. Pd&hjustab
nahadrritust. Allaneelamisel kahjulik. Sissehingamisel
voib pohjustada allergia- voi astma simptomeid voi
hingamisraskusi. Voib podhjustada hingamisteede
arritust. Voib pohjustada unisust voi peapddritust. Ohtlik
veeorganismidele, pikaajaline toime.

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

(EN)

Danger

Causes severe skin burns and eye damage. May cause
an allergic skin reaction. Flammable liquid and vapour.
Causes serious eye damage. Causes skin irritation. Harmful
if swallowed. May cause allergy or asthma symptoms
or breathing difficulties if inhaled. May cause respiratory
irritation. May cause drowsiness or dizziness. 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 SWALLOWED: rinse mouth.
Do NOT induce vomiting. 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

Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves. Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
Liquidos y vapores inflamables. Provoca lesiones oculares
graves. Provoca irritacion cutanea. Nocivo en caso de
ingestion. Puede provocar sintomas de alergia o asma o
dificultades respiratorias en caso de inhalacién. Puede irritar
las vias respiratorias. Puede provocar somnolencia o vértigo.
Nocivo para los organismos acuéaticos, 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 0OJOS: Aclarar cuidadosamente
con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de

contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando. EN
CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. NO provocar el
vomito. EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con
agua y jabon abundantes. En caso de irritacién 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.

(FI)

Vaara

Voimakkaasti ihoa sydvyttdvaa ja silmia vaurioittavaa. Voi
aiheuttaa allergisen ihoreaktion. Syttyva neste ja hoyry.
Vaurioittaa vakavasti silmia. Arsyttdd ihoa. Haitallista
nieltynd. Voi aiheuttaa hengitettyna allergia- tai astmaoireita
tai hengitysvaikeuksia. Saattaa aiheuttaa hengitysteiden
arsytystd. Saattaa aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta.
Haitallista vesieligille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia.

Suojaa lammolta/kipindiltéd/avotulelta/kuumilta pinnoilta.
Tupakointi kielletty. Valtd pdlyn/savun/kaasun/sumun/
héyryn/suihkeen hengittdmista. Kaytd suojakéasineitd/
suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta. JOS
KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti
vedella usean minuutin ajan. Poista piilolinssit, _edical voi
tehda helposti. Jatka huuhtomista. JOS KEMIKAALIA ON
NIELTY: Huuhdo suu. El saa oksennuttaa. JOS KEMIKAALIA
JOUTUU [HOLLE: Pese runsaalla vedelld ja saippualla.
Jos ilmenee ihoarsytysté tai ihottumaa: Hakeudu laakariin.
Véltettava péaastamistd ymparistoon. Sailyta sailio(t)
noudattaen paikallisia/alueellisia/kansallisia/kansainvalisia
maarayksia.

(FR)

Danger

Provoque des brilures de la peau et des Iésions oculaires
graves. Peut provoquer une allergie cutanée. Liquide et
vapeurs inflammables. Provoque des lésions oculaires
graves. Provoque une irritation cutanée. Nocif en cas
d’ingestion. Peut provoquer des symptémes allergiques ou
d’asthme ou des difficultés respiratoires par inhalation. Peut
irriter les voies respiratoires. Peut provoquer somnolence ou
vertiges. Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des
effets néfastes a long terme.

Tenir a 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 D’INGESTION: rincer
la bouche. NE PAS faire vomir. EN CAS DE CONTACT AVEC
LA PEAU: laver abondamment a '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

Mpokohel coBap& BSeppaTIKK EYKAXUUATR KL
0POOAULKEG BAGREC. MTTOPEL VX TIPOKOAETEL GANEPYLKT
deppaTik avTidpaon. Yypd kol oTHOl eOPAEKTA.
MpokaAel coBapry o@OXApLK BAKBN. MpokaAel
epeBlopd Tou dépuaTog. ETBAaREG Ot TreplTITwON
katkTroong. Mtropel v TrpokaAéoel aAepyia 1A
CUUTITWHNTX &OBUATOG A BOCTIVOLX OF TTEP(TITWON
€LOTIVOAG. MTropel v TrpokaAéoel epeBlopd Tng
QVOATTIVELOTLKAG 0000. MTTopel vax TipokaAéoeL LTTVAALX
A TéAn. EmBAcBEC yia Toug udpSRLOLC OPYAVIOHOUC,
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UE HOKPOXPOVLEG ETTLITTWOELG.

Makpl& o1td BepuoOTNTR/OTILVOARPEG/ YUUVEG PAOYEC/
Oepuéc emipbveleg. Mnv kaTTviCeTe. ATro@edYeTeE VX
AVOTIVEETE OKOVN/avaBLpL&OELG/ aépLa/oTayoVIidLa/
ATHOUG/EKVEPWUATK. N& QOpETE TIPOOTATEUTIKK
YEVTLO/TIPOOTATEVTIKK EVOOURTR/HECK GTOMLKAG
TpooTaoiag Y Tap&TIx/TTpdowTTo. ZE MEPINTQSH
EMA®HE ME TA MATIA: ZeTTAOVeTE TIPOCEKTIKK UE VEPD
Yl opkeT& AeTtT&. E&v uTT&pxXOULV OkOl ETTXQAG,
KPALPETTE TOUG, EQPOTOV ElvaL EDKONO. SUVEXIOTE VX
EemAévete. SE MEPINTQSH KATAMOZHE: ZemAlvete
T0 0TOUK. MHN TrpokaAéoeTe epetd. SE MEPINTQSH
EMA®HE ME TO AEPMA: MAOGvete pe Gpbovo vepd
KL oaTrolvL. E&v TrapatnpnOel epeblopdg Tou
dépuaTog N epavioTel eE&vONUa: SupBouAevBeiTe/
EmriokepBeiteylampd. Noo attoelyeTal n ehevBépwaon
oTo TTEPLBEANOV. ATToppiYTE T TTEPLEXOMEVX/doXElO
OOUPWVX HE TOUG TOTTLKOUG/eBViIkoUG/dLebveig
KOVOVIOHOUG.

(HR)

Opasnost

Uzrokuje teske opekline koZe i ozljede oka. Moze izazvati
alergijsku reakciju na kozi. Zapaljiva tekucina i para. Uzrokuje
teske ozljede oka. Nadrazuje kozu. Stetno ako se proguta.
Ako se udiSe moze izazvati simptome alergije ili astme ili
poteskoce s disanjem Moze nadraziti di$ni sustav. Moze
izazvati pospanost ili vrtoglavicu. Stetno za vodeni okoli§ s
dugotrajnim uéincima.

Cuvati odvojeno od topline/iskre/otvorenog plamena/vruéih
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. AKO SE PROGUTA: isprati usta. NE
izazivati povra¢anje. U SLUCAJU DODIRA S KOZOM: oprati
velikom koli¢inom sapuna i vode. U slu€aju nadrazaja ili osipa
na kozi: zatraziti savjet/pomoc lijecnika. Izbjegavati ispustanje
u okoli§. OdloZite sadrzaje /spremnike u skladu s lokalnim/
regionalnim/nacionalni/medunarodnim odredbama.

(HU)

Veszély

Smarkiai nudegina odag ir paZeidzia akis. Allergias
bérreakciot valthat ki. Tlizveszélyes folyadék és gbz. Sulyos
szemkarosodast okoz. Bérirritalé hatasu. Lenyelve artalmas.
Belélegezve allergias és asztmas tlineteket, és nehéz légzést
okozhat. LégUti irritaciot okozhat. Almossagot vagy szédilést
okoz.

Hétél/szikratol/nyilt langtol/forrd fellletektdl tavol tartando.
Tilos a dohanyzas. Kerilje a por/fiist/gaz/kdd/gézok/
permet belélegzését. Véddkesztyl/védbruha/szemvéds/
arcvédd hasznalata kételezd. SZEMBE KERULES esetén:
Tobb percig tarté 6vatos 6blités vizzel. Adott esetben a
kontaktlencsék eltavolitasa, ha kénnyen megoldhatd. Az
oblités folytatasa. LENYELES ESETEN: a szajat ki kell
Sbliteni. TILOS hanytatni. HA BORRE KERUL: Lemosas bé
szappanos vizzel. Bérirritacié vagy kilitések megjelenése
esetén: orvosi ellatast kell kérni. Kerlini kell az anyagnak a
kornyezetbe vald kijutasat. Az edény tartalmat / a tartalyt
a helyi/regiondlis/nemzeti/nemzetkdzi szabalyozasoknak
megfeleléen kell hulladékként elhelyezni.

(Im

Pericolo

Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari. Pud
provocare una reazione allergica cutanea. Liquido e vapori
infiammabili. Provoca gravi lesioni oculari. Provoca irritazione

cutanea. Nocivo se ingerito. Puo provocare sintomi allergici o
asmatici o difficolta respiratorie se inalato. Puo irritare le vie
respiratorie. Pud provocare sonnolenza o vertigini. 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 INGESTIONE: sciacquare la bocca. NON provocare
il vomito. 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
nell’ambiente. Smaltire il prodotto/recipiente in conformita
con le disposizioni locali / regionali / nazionali / internazionali.

JP)
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Pavojinga

Smarkiai nudegina odg ir pazeidzia akis. Gali sukelti alergine
odos reakcija. Degus skystis ir garai. Smarkiai pazeidzia akis.
Dirgina oda. Kenksminga prarijus. Jkvépus gali sukelti alerging
reakcija, astmos simptomus arba apsunkinti kvépavima.
Galli dirginti kvépavimo takus. Gali sukelti mieguistuma arba
galvos svaigima. Kenksminga vandens organizmams, sukelia
ilgalaikius pakitimus.

Laikyti atokiau nuo Silumos Saltiniy/ziezirbu/atviros liepsnos/
karsty pavirSiy. Nerukyti. Stengtis nejkvépti dulkiy/dumu/
duju/ruko/gary/aerozolio. Muvéti apsaugines pirstines/
déveéti apsauginius drabuzius/naudoti akiy (veido) apsaugos
priemones. PATEKUS | AKIS: Kelias minutes atsargiai plauti
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vandeniu. ISimti kontaktinius leSius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai
galima tai padaryti. Toliau plauti akis. PRARIJUS: iSskalauti
burna. NESKATINTI vémimo. PATEKUS ANT ODOS:
Nuplauti dideliu kiekiu muilo ir vandens. Jeigu sudirginama
oda arba jg iSberia: kreiptis j gydytoja. Saugoti, kad nepatekty
j aplinka. Turinj/talpa iSpilti (iSmesti) - Salinti pagal vietines /
regionines / nacionalines / tarptautines taisykles.

(NL)

Gevaar

Veroorzaakt ernstige brandwonden en oogletsel. Kan een
allergische huidreactie veroorzaken. Ontvlambare vloeistof
en damp. Veroorzaakt ernstig oogletsel. Veroorzaakt
huidirritatie. Schadelijk bij inslikken. Kan bij inademing
allergie- of astmasymptomen of ademhalingsmoeilijkheden
veroorzaken. Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken.
Kan slaperigheid of duizeligheid 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. NA INSLIKKEN: de mond spoelen — GEEN braken
opwekken. BlJ 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

Foréarsaker alvorlige hudforbrenninger og oyeskader.
Kan forarsake allergiske hudreaksjoner. Brennbar
veeske og damp. Forérsaker alvorlige eyeskader. Irriterer
huden. Helseskader ved svelging. Kan forarsake allergi,
astmalignende symptomer eller pusteproblemer ved
innénding. Kan irritere luftveiene. Kan forarsake desighet og
orhet. Skadelig for vannlevende organismer, langtidsvirkning
Holdes adskilt fra varme. Ikke reyk. Unngé innénding av stov/
royk/gass/sproytetake/damp/aerosol. Bruk vernehansker/
verneklaer/vernebriller/ansiktsskjerm. VED KONTAKT MED
QDYNENE: Skyll forsiktig med vann i opptil flere minutter.
Fjern evt. kontaktlinser s&fremt dette er lett mulig. Fortsett
skyllingen. VED SVELGING: Skyll munnen. IKKE fremkall
brekninger. VED HUDKONTAKT: Vask med store mengder
vann og sape. Ved hudirritasjon eller -utslett: Kontakt / tilkall
lege. Unnga utslipp til miljget. Innholdet / emballasjen skal
avhendes i henhold til de lokale / regionale / nasjonale /
internasjonale forskrifter.

(PL)

Niebezpieczenstwo

Powoduje powazne oparzenia skéry oraz uszkodzenia oczu.
Moze powodowac reakcje alergiczng skory. tatwopalna
ciecz i pary. Powoduje powazne uszkodzenie oczu. Dziata
draznigco na skére. Dziata szkodliwie po potknigciu. Moze
powodowaé objawy alergii lub astmy lub trudnosci w
oddychaniu w nastepstwie wdychania. Moze powodowaé
podraznienie drég oddechowych. Moze wywotywa¢ uczucie
sennosci lub zawroty gtowy. Dziata szkodliwie na organizmy
wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.

Przechowywa¢ z dala od Zrédet ciepta/iskrzenia/otwartego
ognia/goracych powierzchni. Palenie wzbronione. Unikaé
wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.
Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone
oczu/ochrong twarzy. W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyjg¢

soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usunac.
Nadal ptuka¢. W PRZYPADKU POLKNIECIA: wyptuka¢ usta.
NIE wywotywa¢ wymiotéw. W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA: Umy¢ duza iloscig wody z mydtem. W przypadku
wystapienia podraznienia skéry lub wysypki: Zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza. Unika¢ uwolnienia
do $rodowiska. Zawarto$¢ / pojemnik usuwac zgodnie z
przepisami miejscowymi / regionalnymi / narodowymi /
migdzynarodowymi.

(PT)

Perigo

Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.
Pode provocar uma reacgdo alérgica cutanea. Liquido
e vapor inflamaveis. Provoca lesGes oculares graves.
Provoca irritagdo cutanea. Nocivo por ingestdo. Quando
inalado, pode provocar sintomas de alergia ou de asma ou
dificuldades respiratérias. Pode provocar irritagdo das vias
respiratorias. Pode provocar sonoléncia ou vertigens. Nocivo
para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
Manter afastado do calor/da faisca/da chama aberta/das
superficies quentes. Ndo fumar. Evitar respirar as poeiras/
fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. Usar luvas de
proteccao/vestuario de protecgdo/protecgdo 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. EM CASO DE INGESTAO:
enxaguar a boca. NAO provocar o vémito. SE ENTRAR
EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e agua
abundantes. Em caso de irritacdo ou erupgao cutanea:
consulte um médico. Evitar a libertacdo para o ambiente.
Eliminar o contetido/recipiente de acordo com a legislagéo
local/regional/nacional/internacional.

(RO)

Pericol

Provoaca arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor. Poate
provoca o reactie alergica a pielii. Lichid si vapori inflamabili.
Provoaca leziuni oculare grave. Provoaca iritarea pielii. Nociv
in caz de inghitire. Poate provoca simptome de alergie sau
astm sau dificultédti de respiratie in caz de inhalare. Poate
provoca iritarea cailor respiratorii. Poate provoca somnolenta
sau ameteala. 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
inspira i praful/fumul/gazul/cea a/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 daca acest lucru se poate face cu usurinta.
Continuati s& clatiti. IN CAZ DE INGHITIRE: clatiti gura. NU
provocati voma. IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: spélati
cu multa apé si sapun. 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

Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6gon. Kan
orsaka allergisk hudreaktion. Brandfarlig vatska och &nga.
Orsakar allvarliga 6gonskador. Irriterar huden. Skadligt
vid fortéring. Kan orsaka allergi- eller astmasymtom eller
andningssvarigheter vid inandning. Kan orsaka irritation
i luftvagarna. Kan gora att man blir dasig eller omtécknad.
Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer.

Fér inte utsattas for varme/gnistor/dppen laga/heta ytor.
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Rokning férbjuden. Undvik att inandas damm/rék/gaser/
dimma/angor/sprej. Anvand skyddshandskar/skyddsklader/
6gonskydd/ansiktsskydd. VID KONTAKT MED OGONEN:
Skalj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det géar latt. Fortsatt att skolja. VID
FORTARING: Skélj munnen. Framkalla INTE krékning. VID
HUDKONTAKT: Tvatta med mycket tval och vatten. Vid
hudirritation eller utslag: Stk lakarhjélp. Undvik utslapp till
miljon. Innehéllet / behallaren avfallshanteras enligt lokala /
regionala / nationella / internationella foreskrifter.

()

Nevarno

Povzro€a hude opekline koze in poskodbe o¢i. Lahko
povzro€i alergijski odziv koze. Vnetljiva tekocina in hlapi.
Povzro¢a hude poskodbe oci. Povzro¢a draZenje koze.
Zdravju Skodljivo pri zauzitju. Lahko povzro€i simptome
alergije ali astme ali teZzave z dihanjem pri vdihavanju. Lahko
povzro¢i drazenje dihalnih poti. Lahko povzroci zaspanost
ali omotico. Skodljivo za vodne organizme, z dolgotrajnimi
ucinki.

Hraniti lo€eno od vrocine/isker/odprtega ognja/vro¢ih
povrsin. Kajenje prepovedano. Ne vdihavati prahu/dima/
plina/meglice/hlapov/razprsila. Nositi zas¢itne rokavice/
zascitno obleko/zas¢ito 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 ZAUZITJU: izprati usta. NE
izzvati bruhanja. PRI STIKU S KOZO: umiti z veliko mila in
vode. Ce nastopi drazenje koze ali se pojavi izpuséaj: poiscite
zdravnisko pomoc/oskrbo. Prepreciti sproscanje v okolje.
Vsebino/vsebnik odstranite v skladu z lokalnimi/regionalnimi/
narodnimi/mednarodnimi predpisi.

(SK)

Nebezpecenstvo

Provoaca arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor. Méze
vyvolat alergicku koznu reakciu. Horlava kvapalina a pary.
Sposobuje vazne poskodenie oéi. Drazdi kozu. Skodlivy
po poziti. Pri vdychnuti méze vyvolat alergiu alebo priznaky
astmy, alebo dychacie tazkosti. M6ze sposobit podrazdenie
dychacich ciest. Moze sposobit ospalost alebo zavraty.
Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi Géinkami.
Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/otvoreného ohna/
hortcich povrchov. Nefaj€ite. Zabrarite vdychovaniu prachu/
dymu/plynu/hmly/par/aerosolov. Noste ochranné rukavice/
ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare. PO
ZASIAHNUTI OCi: Niekolko min(t ich opatme vyplachujte
vodou. Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné,
odstrafite ich. Pokradujte vo vyplachovani. PO POZITi:
vyplachnite Gsta. Nevyvolavajte zvracanie. PRI KONTAKTE S
POKOZKOU: Umyte velkym mnozstvom vody a mydla. Ak
sa prejavi podrazdenie pokozky alebo sa vytvoria vyrazky:
vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost. Zabrante uvolneniu
do Zivotného prostredia. Zneskodnenie obsahu/obalu v
stilade s miestnymi/oblastnymi/narodnymi/medzinarodnymi
nariadeniami.
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