ENFER TSE verze3

06L72 (450 testl v duplikatu)

Test k in vitro detekci prionového proteinu PrP*° souvisejiciho s TSE

Metoda A Manualni homogenizace a Metoda B Automaticky odbér vzorku /
zpracovani

V Evropskeé unii je tento test schvalen jako rychly test v ramci programu testovani
dobytka na BSE v souladu s pravnim predpisem (ES) ¢. 999/2001

Uréeno pouze pro veterinarni in vitro diagnostiku

Spolec¢nost Enfer Scientific ma zavedeny systém managementu jakosti
podie normy ISO9001

Vyrobce:
Enfer Scientific

Unit T, M7 Business Park
Newhall, Naas

. -15C
Co. Kildare Sarke: Jﬂ[ Skladuijte pFi teploté
-25C

II'SkO mezi =25°C a =15C

Tel.: +353 459 83800 &c
g Poufijte do: Jﬂf
2C

Legenda k pouzitym symbolum:

Skladujte pi teplotd
mezi 2’10 apa'c P

30C 30°C
Skladujte pii teplot§ Skladuite pfi teploté
mezi 2‘IC a 1o'cJﬂf mezi 13)"0 a 30’%

I:::III Prostudujte pokyny k pouzitii
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Vyrobce rychlych testl je povinen dodrZovat systém kontroly kvality schvdleny Referencni
laboratofti evropského spolecenstvi (CRL - Community Reference Laboratory), ktery zajisti
neménnou funkcnost testu. Vyrobcee je povinen poskytnout CRL testovaci protokol. Nastroje na
odbér vzorkll a zmény rychlého testu nebo testovaciho protokolu (véetné odbéru vzorkll) musi byt
pfedem ohldseny CRL a mohou byt provedeny pouze v piipade€, Ze CRL zjisti, Ze zména nesniZuje
senzitivitu, specificitu ani spolehlivost rychlého testu. Rozhodnuti musi byt ozndmeno piislusnému
uradu a narodnim referenénim laboratofim (NRL).

1.0 VsSeobecné informace

Pfenosné spongiformni encefalopatie (TSE - Transmissible Spongiform Encephalopathies) zahrnuji
celou skupinu degenerativnich neurologickych onemocnéni. Existuje celd fada typti onemocnéni
TSE, naptiklad bovinni spongiformni encefalopatie (BSE) (u skotu), klusavka (u ovci), CJD
(Creutzfeldt-Jacobova nemoc) (u lidi), GSS (Gerstmann-Straussler-Scheinkentiv syndrom) (u lidf),
kuru (u lid{), pfenosna encefalopatie (u norkl), chronicka atrofie, spongiformni encefalopatie

(u kocek) a jind onemocnéni zjisténd u zvitat jako je los, nyala, kudu velky, pfimoroZec bejsa a tygfi.
V laboratornich podminkéch byly také zaznamendany ptipady pienosu BSE na mysi a vepie. Tento
prenos infek¢éniho agens mezi ZivociSnymi druhy vedl k podezfeni, Ze by mohlo dojit i k pfenosu na
Cloveéka.

U vzorkt odebranych z mrtvych infikovanych zvitat se objevuje charakteristickd vakuolizace
mozkové tkang&. Dochdzi totiZ k destrukci nervovych bunék a ukladani vrstvy zvl4stnich
proteinovych vldken, ¢imz se struktura mozku zméni na houbovitou. Za ptic¢inu TSE je povaZovan
infek¢ni protein zndmy pod ndzvem prion. Prion je ¢dstice vyvoldvajici infekcei, kterd podle
predpokladu obsahuje pouze protein, ne viak nukleovou kyselinu. Bylo zji§téno, Ze protein PrP* je
jediny protein, ktery ztistal po procesu purifikacni selekce infekéniho agens, a je jedinou zndmou
slozkou charakteristickych proteinovych vlaken vyskytujicich se v mozkové tkani infikovanych
zvitat.

2.0 Pouziti

Enfer TSE, verze 3 je kvalitativni imunologick4 metoda pro detekci jedinecného identifikatoru
prenosnych spongiformnich encefalopatii, proteinu prion PrP*, v tkani centralniho nervového
systému dobytka. Souprava je urcena pouze pro screening a vyzkumné tcely.

3.0 Princip postupu

Vzorek tkané centrdlni nervové soustavy je po odbéru ptevezen do laboratote, kde se za stanovenych
podminek zhomogenizuje a odstfedi. Supernatant se inkubuje v pfipravenych mikrojamkach:

v priibéhu této inkubace se veskery PrP* p¥itomny ve vzorku navaze na povrch jamek. Po promyti se
do jamek ptid4 Enfer pufr 3. Po druhém promyti se do jamek pfidaji krali¢i protilatky anti-PrP
(primarni protildtky) a smés se nechd inkubovat. Je-li na povrchu jamky zachycen PrP*, toto kraliéi
antisérum se na n¢j specificky navaze. Po tfetim promyti se do jamek pfid4 konjugat kozich
anti-krali¢ich protilatek tfidy IgG s kfenovou peroxidazou (sekundarni protilatky) a smés se necha
inkubovat. Pokud jsou na povrchu jamky pfitomny primarni protilatky, sekundarni protilatky se
navaZzi. Nenavazané sekundarni protilatky se odmyji a do jamek se ptida roztok obsahujici
3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) a peroxid vodiku. V jamkach s navdzanymi sekunddrnimi
protilatkami vznikne Cervené zbarveni, které se po zastaveni reakce kyselinou sirovou zmén{ na
oranZové. Intenzita zbarveni se méii spektrofotometricky pti vinové délce 450 nm. MnoZstvi
sekundérnich protiltek a intenzita zbarvenf je pifmo imérna koncentraci PrP* ve vzorku.
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4.0 Reagencie

Souprava Enfer TSE verze 3 (06L72) obsahuje:
promyvaciho roztoku / pufru (06L72-32)

Doplitkové reagencie pro soupravu Enfer TSE verze 3

Obsah soupravy

Dopliikova souprava pufrit (061.72-50)

Reagené¢ni souprava 06L.72-06. Obsahuje dostatek materidlu na 450 testa.

Reagenc¢ni soupravu skladujte pfi teploté 2 — 8 °C. Viz pozadavky na skladovani jednotlivych slozek soupravy.

Reagenéni soupravu (06L.72-06), soupravu protilatek (06L72-12), soupravu

Slozka soupravy

Funkce

Mnozstvi

Pozadavky na skladovani

1 Centrifugac¢ni desticka Centrifugacni desti¢ka k odd¢leni pojivové tkané. 16 desticek s 96 jamkami 2 —30 °C v uzavienych saccich
2 —30 °C v uzavreném sicku s desikantem. Za
2 Testovaci desticka Enfer | Testovaci desticka pouZivand pro vySetieni. 10 desticek s 96 jamkami stejnych podminek je nutné uskladnit i zbyvajici
nepouzité jamky.
3 Promyvaci roztok Enfer 1 | Odmyje nenavdzany vzorek. 1 lahev obsahujici 700 g prasku 2-30°C
4 Enfer pufr 3 Zluty r.oz’tok, ktery ZaSFaVl. reakc/l . 2 1ahv1cky, obsahujici .100 ml roztoku 2— 8 °C, v pevné uzaviené lahvidoe
s proteindzou K a rozvinuje navdzanou sekvenci PrP. | o pracovni koncentraci
S . .o - . P . 2 — 8 °C v uzavieném sacku s desikantem. Za
5 ..]an?k’y s peptidovym Peptidem potazené jamky urcené k ovéfenf platnosti 48 jamek (24 paru) stejnych podminek je nutné uskladnit i nepouZité
indikatorem metody. .
jamky.
6 Roztok na fedéni Cerveny roztok na fedéni primarnich a sekundérnich | 500 ml roztoku o pracovn{ koncentraci 2 _g°C
protilatek protilatek. (obsahuje 0,05% Bronidox®)
7 Normalni kozi sérum N?redene sérum. Zablokuje nespecifickd vazebnd 3 Tahvieky obsahujici 0,3 ml séra 2_g8°C
(NGS) mista.
Netedény konjugit sekundérnich protildtek (kozi
8 Sekundarni protilatky anti-kréli¢i) s peroxiddzou, ktery se vdZe na primdrni | 2 lahvic¢ky obsahujici 0,15 ml séra 2-8°C
protilatky.
3,3’5,5’-tetramethylbenzidin (TMB) se stabilizdtory
) v rizovém roztoku, konvertovany peroxiddzou tak, -y s o
9 Koncentrat TMB aby v kombinaci s Toztokem na fedénf TMB dodlo 2 lahvicky obsahujici 35 ml roztoku 2-8°C
k viditelné zméné barvy.
10 | Roztok na fedéni TMB | De7barvy roztok citrdtu sodného a peroxidu vodiku. | 1. i o obsahujict 35 ml roztoku 2-8°C

Pouziva se k fedéni koncentratu TMB.
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Souprava protilatek 061.72-12. Obsahuje dostatek materidlu na 450 testl

Slozka soupravy

Funkce

MnozZstvi

Pozadavky na skladovani

Enfer pufr 2

Obsahuje proteindzu K v modrém roztoku, kterd
primérné roz3tépi PrP° a zanechd PrP*

2 lahvicky po 15 ml roztoku o pracovni
koncentraci

-25°C az -15 °C. Lze max. 15x
zmrazit a rozmrazit nebo
skladovat 7 dni pfi teploté
2-8°C

Primarni protilatky

Netedéné primdrni protilatky (krali¢i anti-PrP),
které rozeznavaji PrP° i PrP>

2 lahvicky obsahujici 0,2 ml

-25°C az -15 °C nebo
skladovat 7 dni pfi teploté
2-8°C

Souprava promyvaciho roztoku / pufru 061.72-32. Obsahuje dostatek materidlu na piiblizné 450 testt

Slozka soupravy

Funkce

Mnozstvi

Pozadavky na skladovani

Enfer pufr 1

Homogeniza&ni pufr, ktery uvoliiuje PrP° i PrP%

4.5 1 roztoku o pracovni koncentraci

10 — 30 °C (pro minimalizaci
precipitace a nasledné doby
rozpousténi skladujte Enfer
pufr 1 pfi teploté 17 — 28 °C)

Promyvaci roztok
Enfer 2

Odmyje nenavazané protilatky / reagencie

41 10x koncentrovaného roztoku
(obsahuje 0,05% Bronidox®)

10-30°C

Dopliikova souprava pufri 061.72-50. Obsahuje dostatek materidlu na pfiblizné 900 testli, dodava se samostatné na vyZadani jako obecnd

spotiebni reagencie.

Slozka soupravy

Funkce

Mnozstvi

Pozadavky na skladovani

Enfer pufr 1

Homogenizaéni pufr, ktery uvolfiuje PrP* i PrP

2 lahve po 4,5 1 roztoku o pracovni koncentraci

10 — 30 °C (pro minimalizaci
precipitace a nasledné doby
rozpousténi skladujte Enfer
pufr 1 pii teploté 17 — 28 °C)
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5.0 Varovani a bezpec¢nostni opatreni

Reagence jsou urceny vylucné pro veterindrni diagnostiku in vitro hovézich vzorki metodou A
a metodou B.Viz Piiloha II.

Pouze pro odborné pouZziti.

Prectéte si, prosim, bezpecnostni list od vyrobce a oznaceni vyrobk, kde jsou uvedeny informace
o potencidln€ nebezpecnych slozkach.

Piipravu vzorku, pfeneseni vzorku na testovaci desticku Enfer, odstranéni kryci félie a promyvaci
krok 1 proved'te v lamindrnim boxu.

Dodrzujte platna lokalni bezpecnostni opatieni tykajici se TSE.

6.0 Ochrana zdravi a bezpe¢nost prace

S néasledujicimi reagenciemi zachdzejte opatrn€. Proctéte si informace na Stitcich nadobek,
upozornujici na piipadna rizika.

Enfer pufr 3 obsahuje guanidiniumchlorid, ktery je podle platnych smérnic Evropského
hospodatského spolecenstvi (EHS) klasifikovan jako zdravi Skodlivy (Xn). V nasledujicim piehledu
jsou uvedena piislusnd rizika (R) a bezpecnostni opatteni (S).

Xn R22 Zdravi skodlivy pfi poziti
R36/38 Drazdi{ o¢i a kizi
x S26 Pii zasaZen{ o¢i okamzité diikladné vyplachnéte vodou

a vyhledejte lékatfskou pomoc

S35 Tento materidl a jeho obal musi byt zneSkodnény bezpecnym
zpltisobem

S36/37 PouZzivejte vhodny ochranny odév a ochranné rukavice

S46 Pti poziti okamzité vyhledejte 1ékafskou pomoc a ukaZte tento

obal nebo oznaceni

Enfer pufr 1 obsahuje methanol, ktery je podle platnych smérnic Evropského hospodaiského
spolecenstvi (EHS) klasifikovan jako toxicky (T). V nasledujicim piehledu jsou uvedena pfislusna
rizika (R) a bezpecnostni opatieni (S).

T R10 Hoftlavy
R20/21/22 Zdravi $kodlivy pii vdechovani, styku s kliZi a pii poziti
.\@, R39/23/24/25 Toxicky: nebezpeci velmi vaznych nevratnych ucinkt pti
— vdechovandi, styku s kiiZ{ a pfi poZiti
S16 Uchovavejte mimo dosah zdroju zapaleni - Zakaz koufen{
S26 Pii zasaZeni o¢i okamzité diikladné vyplachnéte vodou
a vyhledejte 1ékatfskou pomoc
S35 Tento materidl a jeho obal musi byt zneSkodnény bezpecnym
zptisobem
S36/37/39 Pouzivejte vhodny ochranny odé€v, ochranné rukavice a ochranné
bryle nebo oblicejovy Stit
S45 V piipadé nehody, nebo necitite-1i se dobie, okamzit¢ vyhledejte

lékatskou pomoc (je-li mozno, ukaZte toto oznaceni)

Informace pro evropské zdkazniky: Pro produkt, ktery neni podle evropské smérnice 1999/45/EC
klasifikovén jako nebezpecny, jsou pro profesiondlni uZivatele na vyzadani k dispozici bezpec¢nostn{
listy.

S témito reagenciemi a testovanymi vzorky se doporucuje zachdzet v souladu s pravidly Spravné
laboratorni praxe.

Pii dekontaminaci pracovnich ploch a tekutého a pevného odpadniho materidlu se doporucuje
dodrZovat smérnice Svétové zdravotnické organizace (WHO - World Health Organization).
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Vzorky tkdn€ z centrdlni nervové soustavy musite likvidovat v souladu s platnymi piedpisy pro
likvidaci nebezpe¢ného materialu.

Pfi préci s potencidlné infekénim biologickym materidlem vzdy postupujte v souladu s pravidly
Spravné laboratorni praxe a dodrZujte pravidla ochrany zdravi a bezpecnosti prace.

7.0 Odbér, preprava a skladovani vzorku
Viz oddil Postup pfi ptipraveé vzorku.

Preprava vzorki do laboratofe nevyzaduje Zadné zvlastni podminky; vzorky lze skladovat pfi teploté
2 — 8 °C max. 24 hodin nebo delsi dobu pfi teploté -25 °C aZ -15 °C. Pti vySetieni touto metodou se
nesmi pouZzivat tkan¢ fixované formalinem.

Thned po odbéru vzorkli musi byt provedena formalinova fixace pro piipadnou konfirmaéni analyzu
histopatologickou nebo imunohistochemickou metodou. Vzorky urc¢ené ke konfirmacni analyze musi
byt pfepravovany tak, aby nedoslo k jejich poskozeni. Za Zadnych okolnosti nesmi byt zmrazeny
pred provedenim formalinové fixace.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Metodicka opatieni

Neupravujte pracovni postup a nepouzivejte reagencie od jinych vyrobct. Enfer pufr 1
dodédvany v této souprave lze zamenit za tutéZ reagencii z jinych souprav Enfer TSE verze 3.
Z4dné jiné reagencie ze souprav s riiznymi &isly SarZe nelze zaméfiovat. P pouZiti
pipetovaciho systému Tecan Genesis RSP®/Freedom EVO® musite pouzivat centrifugacni
desticky s hlubokymi jamkami. Tyto centrifugacni desticky jsou doddvany samostatné
(01J91-10) a mohou byt zaménovany mezi SarZemi souprav.

Nepouzivejte expirované reagencie. Zabraite mikrobialni kontaminaci reagencii, nebot’
miZe sniZit Zivotnost produktu a zptsobit chybné vysledky.

Veskeré reagencie musi byt pfipraveny v €istych sklenénych nebo polypropylenovych
lahvickach. Dbejte, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci reagencif.

KE SKLADOVANf/A REKONSTITUCI MATERIALU SE NESMI POUZIVAT
POLYSTYRENOVE NADOBKY.

Zahéjeny test musi byt dokoncen bez pferuseni.

Pro kazdy vzorek pouzijte samostatné disek¢ni ndstroje, nastroje pro prenos vzorkl
a jednorazové pipetovaci $picky, aby nedoslo ke vzdjemné kontaminaci vzorkd.

Vsechny reagencie musi byt pied pouZzitim diikladné promichany, nesmi obsahovat krystaly
a musi byt vytemperovany na pokojovou teplotu (18 — 30 °C). Ihned po pouziti vSechny
reagencie a nepouzité jamky znovu uskladnéte pti doporucené teplote.

Nedotykejte se okrajii jamek ani je nepotiisnéte sekundarnimi protilatkami. Pro ddvkovan{
vSech reagencii a pro pfenos vzorku z homogenizacniho sd€ku nebo vzorkové zkumavky
ETDS do centrifugacni desti¢ky se doporucuje pouzit reverzni pipetovéni; neni vSak
doporucovéno pro pienos do testovaci desticky Enfer. Pipetujte opatrné, abyste zabranili
vzniku vzduchovych bublin a rozstfiku. Pro pipetovani roztoku TMB vyc¢leiite samostatnou
pipetu.

Pro skladovani reagencii a vzorkii nepouZivejte mrazici zafizeni s automatickym
odmrazovanim.

Béhem skladovani ¢i v pribéhu inkubaci chraiite reagencie pred silnym svétlem
a chlornanovymi vypary.

Inkubétory zapnéte miniméln€ 30 minut pied pouzitim, aby se vytemperovaly na teplotu
34 +2°C.

Thned po vyjmuti desti¢ky vrat'te termdlni drzak mikrodesticek zpét do inkubdtoru, aby byla
zajisténa jeho konstantni teplota.

Zajistéte, aby vzorky pred vySetfenim nepfisly do kontaktu s Cisticim nebo desinfekénim
roztokem.

Alesponl 1x mésicné je nutné provést verifikaci zafizeni k méteni mikrodesti¢ek pomoci
filtru s neutrdlni hustotou nebo pomoci ekvivalentni testovaci desticky (postupujte podle
pokynti vyrobee). Netykd se kolorimetrickych ¢tecich zafizeni dodavanych a instalovanych
spole¢nostmi skupiny Enfer.

Zastavovaci roztok neskladujte v mélkych vanickach, ani jej po pouZiti nevracejte zpet do
zéasobni lahve.
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9.0 Pozadovany material, ktery neni soucasti soupravy

9.1 Homogenizace
Manuélni (metoda A) Automatizované zpracovani vzorku (metoda B)
Homogenizétor Interscience nebo Seward nebo | Systém ETDS VIII (EQPOO1-1)*
®
Stomacher™ 80* Homogenizacni piislusenstvi ETDS (obsahuje
Homogenizacni sacky (80 ml, s filtrem) vzorkovou zkumavku ETDS, obruSovaci ¢4st
a jednorazové vicko) (01J90-20)*
Homogeniza¢ni drzdk zkumavek (EQP002-1)*
9.2 Automaticky prenos vzorku (volitelné)

Tecan Genesis RSP/ Freedom EVO (01J91-01)*
Centrifugacni desticka s hlubokymi jamkami (01J91-10)*
Pipetovaci $picka 200 pl (01J91-20)F

Pipetovaci Spicka 1 000 pl (01J91-30)F

Vanicky na reagencie (01J90-40)*
Prodlouzené pipetovaci Spicky 1 000 ul (01J90-10)7

9.3 Piistrojové vybaveni

Pro manudlni zpracovani desticek

2 promyvacky mikrodesticek Skatron
Skanwasher® 300*

Inkubdtor / ttepacka Thermo Labsystems iEMS*

Zatizeni k méfeni mikrodesti¢ek schopné méfit
pfi vinové délce 450 nm s referencni vinovou
délkou 690 nm

nebo

Pro automatizované zpracovani desticek

endlisa (08L22-01)*

Lahev na reagencie endlisa (08L22-50)*
Spicka endlisa 300 pl (08L22-25)*
Spicka endlisa 1 100 pl (08L22-30)*

Vsechny pfistroje musi byt pted pouZzitim validovany.

9.4 Obecné

Pti testovani vzdy pouZivejte vysoce kvalitni deionizovanou vodu, destilovanou vodu nebo vodu

ziskanou reverzni osmézou

Odstredivka na mikrodesticky (2 750 x g—3 025 x g)
Rota¢ni michacka, tfepacka nebo magneticka michacka pro ptipravu promyvaciho roztoku Enfer 1

(volitelné)
Kryci félie na mikrodesticky (07K34-70)+

Mikropipety a vicekanalové mikropipety odpovidajiciho objemu a jednordzové Spicky

Davkovac reagencii s nastavitelnym objemem a lahev na Enfer pufr 1

Laboratorni vadha, pfesnost na 2 desetinnd mista

Disekéni cepele nebo néstroj Enfer na odbér tkané (07K34-60)

Lodicky na véazeni (vazenky)
Spachtle

Sklenéné nddobky na fedéni primarnich a sekundérnich protilatek

Sklenéné nebo polypropylenové nddobky na fedéni ostatnich reagencii

Zastavovaci roztok (0,5M kyselina sirovad). Pridejte 3 ml koncentrované kyseliny sirové (p.a.)
(18,0M) do cca 80 ml destilované, deionizované nebo reverzni osmézou ziskané vody a poté touto

vodou dopliite na objem 100 ml.
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* Toto vybaveni od uvedenych vyrobci je k provedeni vySetfeni nezbytné. Podrobnosti
o doporucenych systémech, softwarovych protokolech pro pristrojové vybaveni a validacnich
postupech ziskate od zastupce firmy Abbott.

T Doporucené. Lze pouZivat jiné pipetovaci $pi¢ky a kryci félie na mikrodesticky, které vSak musi
byt validovany uZivatelem.

10.0 Parametry pro nastaveni pristroju

Na doporucenych piistrojich musi byt nastaveny nasledujici parametry. Jiné piistroje nebyly
validovany.

10.1 Promyvacka

K provedenti tohoto testu jsou poZadovany 2 samostatné promyvacky.

Nastaveni pro oba postupy:

Air Pressure (tlak vzduchu): 0,25 bar

Volume/Flow Rate, Adjustment Offset (pomér objem / pritok, sefizeni kompenzace) >> ov : 1,00
Aspirate Position (odsavaci pozice) - nastaveni na zcela prazdnou jamku

Dispense Position (ddvkovaci pozice) - nastaveni na vytvotreni pozitivniho menisku

Postup 1 (pouZziva se s promyvacim roztokem Postup 2 (pouziva se s promyvacim roztokem
Enfer 1 a promyvackou 1. Toto promyti se Enfer 2 a promyvackou 2)
musi provadét v lamindrnim boxu.)
1 | Odsati 6 sekund 1 Odsati 4 sekundy
2 | Davkovani 300 pl 2 Promyt{ 3 sekundy
3 | Sméceni 5 sekund 3 Sméceni 5 sekund
4 | Odsati 4 sekundy 4 Odsati 2 sekundy
5 | Promyti 5 sekund 5 Promyti 3 sekundy
6 | Smaceni 5 sekund 6 Sméceni 5 sekund
7 | Odsati 3 sekundy 7 Odsati 2 sekundy
8 | Promyti 2,5 sekundy 8 Promyt{ 3 sekundy
9 | Sméaceni 5 sekund 9 Sméceni 5 sekund
10 | Odséati 2 sekundy 10 Odsati 2 sekundy
11 | Promyti 2 sekundy 11 Promyti 2 sekundy
12 | Smaceni 5 sekund 12 Sméceni 5 sekund
13 | Odsati 5 sekund 13 Odsati 4 sekundy
14 | Zavérecné promyti 14 Zavérecné promyti

10.2  Trepacka / inkubator: Shake Value (stupen tfepani): 3; teplota 34 °C. Interval a délku
tfepani nastavte na 24hodinovy rezim.

10.3  Systém ETDS VIII: nastaven na homogenizaci po dobu 10 sekund.

Strana 11 z 22




11.0 Priprava reagencii

Pro pripravu reagencii pouZivejte vysoce kvalitni deionizovanou vodu, destilovanou vodu nebo vodu
ziskanou reverzni osmoézou. Pred pripravou reagencii musi byt vSechny reagencie vytemperovdny na

teplotu 18 — 30 °C.

Slozka soupravy

Postup

Skladovani
pripravenych
reagencii

Promyvaci roztok
Enfer 1

1. Promyvaci roztok Enfer 1 ve formé& prasku rozpustte
ve vode v poméru 50 g prasku na 11 vody.

2. Manudlné nebo pomoci piislusného zafizeni
michejte do iplného rozpusténi.

1 mésic pfi teploté
10-30°C

Promyvaci roztok

koncentraci

Enfer 2 o pracovni

1. Pted pouzitim se ujistéte, Ze pufr neobsahuje krystaly
a Ze je dikladné promichdn. Jsou-li pfitomny
krystaly, doporucuje se inkubace pfi teploté 30 °C,
nesmi pfesdhnout teplotu 37 °C.

2. Koncentrovany promyvaci roztok Enfer 2 zfedte 10x
vodou.

3. Dukladné promichejte.

Napf. pro piipravu 4 1 promyvaciho roztoku Enfer 2
o pracovni koncentraci pfidejte 400 ml koncentrovaného
promyvaciho roztoku Enfer 2 do 3 600 ml vody.

2 tydny pfi teploté
10-30°C

1 mésic pii teploté
2-8°C

Enfer pufr 1

1. Pfed pouzitim se ujistéte, Ze pufr neobsahuje krystaly
a 7e je dukladné promichan. Jsou-li pfitomny
krystaly, nechte jej inkubovat pii teploté 17 — 28 °C.
Pro usnadnéni rozpousténi michejte pufr michadlem.

Podle tdaji na Stitku

Primarni
protilatky

o pracovni
koncentraci
Vyzaduji:

1. Roztok na fedéni
protilatek

2. Primarni
protilatky

3. Normalni kozi
sérum (NGS)

Ptipravte pouze objem potiebny k provedeni daného
poctu testl. Na 8 jamek je poZadovan 1 ml primdrnich
protiltek o pracovni koncentraci. Na 1 desticku je tfeba
12 ml primdrnich protilatek o pracovni koncentraci.

1. Primérn{ protilatky zcela rozmrazte a promichejte
prevracenim.

2. Normdlni koz{ sérum zied'te 500x roztokem na
fedéni protilatek.

3. Primérn{ protilatky zfed’te 5S00x roztokem na fedéni
protilatek s NGS.

4. Promichejte pfevracenim lahvicek (minimdln¢ 8x).

Napt. do 12 ml roztoku na fedénf protildtek pfidejte

24 ul NGS a 24 pl primdrnich protilatek.

PoznamKky:

Primdrn{ protilatky o pracovni koncentraci a nepouZité
NGS znovu uskladnéte pii teploté 2 — 8 °C a nepouzité
primdrni protilatky pfi teploté -25 °C az -15 °C, nebo pfi
teploté 2 — 8 °C.

Skladujte pfi teploté
2 — 8 °C a pouZijte
do 8 hodin od pfipravy.
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Slozka soupravy Postup Skladovani
pripravenych
reagencii

Ptipravte pouze objem potiebny k provedeni daného
poctu testd. Na 8 jamek je poZadovan 1 ml sekundéarnich

Sekundarni protilatek o pracovni koncentraci. Na 1 desticku je tfeba

protilatky 12 ml sekunddrnich protildtek o pracovni koncentraci.

o pracovni o T o

Koncentraci 1. NGS zied'te 500.x roztokem na fedéni protilatek Skladujte pii teploté

Vyraduif: 2. Sekundérni protilatky zfed’te 2 000x roztokem na 2-8°Cvtemnu

| yR Jk' ; fedént protilitek s NGS a pouzijte do 8 hodin

. t fedéni »

pr. Otﬁztzk fla fedent 3. Promichejte pfevracenim lahvi¢ek (minimdlné 8x) od pfipravy.

2. Sekundérni Iz\fjpfl. Ii(é é2 n611 rlozt(l)(ku (111? fe/dflanl’ prfitjlélt(ek pridejte

protilétky u a 6 ul sekundarnich protilatek.

3. Normalni kozi
sérum (NGS)

Poznamky:

NepouZité sekunddrni protiltky, roztok na fedéni
protilatek a nepouzité NGS znovu uskladnéte pfi teploté
2-8°C.

Roztok TMB

Ptipravte pouze objem potiebny k provedeni daného
poctu testdl. Na 8 jamek je poZadovédn 1 ml roztoku
TMB. Na 1 desticku je tieba 12 ml roztoku TMB.

K urcitému objemu rizového koncentrovaného roztoku
TMB v ¢isté sklenéné nebo plastové nddobce pridejte
stejny objem bezbarvého roztoku na fedénf TMB.
Roztok TMB lze také ptipravit pielitim celého obsahu
lahvicky s roztokem na fedéni TMB do lahvicky

s koncentrovanym TMB.

Poznamky:

a) Je dalezité, aby se reagencie smichaly ve vyse
uvedeném potadi a aby byly ¢isté viechny pipety
a laboratorn{ sklo pouZité pii ptipraveé roztoku
TMB.

b) Roztok TMB by mél byt rizovy: pokud je jiz pred
pouzitim Cerveny, zlikvidujte jej a pfipravte cerstvy.

c) V piipadé tvorby krystali roztok TMB zlikvidujte.

Roztok TMB skladujte
pfi teplote 2 — 8 °C
nebo 15 - 25 °C.
Chraiite pred slune¢nim
svétlem a pouZijte do

2 dnt od ptipravy.
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12.0 Priprava kontrol z tkané

Pfed homogenizaci v Enfer pufru 1 musi byt pozitivni a negativni kontrolni tkdn¢ vytemperovany na
pokojovou teplotu (18 — 30 °C).

12.1 Negativni kontrolni tkan

Negativni kontrolni tkan se doporucuje pouZivat v piipadech, kdy se neprovadi rutinni screening
vzorkd, napf. pfi evaluaci testu, kde mize byt vétSina vzorkd pozitivni nebo zfedéna pozitivni tkan,
pri opakovaném testovani pocate¢né reaktivnich / suspektné pozitivnich vzorkd nebo pro vyzkumné
ucely.

Pripravte fez tkdn¢ z CNS negativni na TSE stejnym zplsobem jako béZny vzorek a vysetiete ji
podle standardniho imunoanalytického protokolu uvedeného nizZe. Vzorky tkdné z CNS negativni na
TSE mohou byt skladovany zmrazené pii teploté -25 °C az -15 °C. Rozmrazenou negativni kontroln{
tkan znovu nezmrazujte a pouZzijte ji v den rozmrazeni.

12.2 Pozitivni kontrolni tkan

Pii testu musi byt pouZity jamky s peptidovym indikdtorem doddvané v soupravé, 1ze v§ak pouZit
také pozitivni kontrolni tkan.

Me¢la by byt pouzivana neporusend tkan skladovana pii teploté -15 °C nebo nizsi. Je-li vyzadovan
homogenizacni protokol, kontaktujte zastupce firmy Abbott.

Tkan pozitivni na BSE je infek¢ni a pfi manipulaci s ni musi byt dodrZovana prisna
bezpecnostni opatieni.

13.0 Postup pri pripravé vzorku

Odbér a testovani vzorkd se musi provadét v souladu s pravnim piedpisem (ES) ¢. 999/2001, ptiloha
X, kapitola C, ktery se ve véci odbéru vzorkl odvoldava na nejnovéjsi vydani Manualu standardtl pro
diagnostické testy a vakciny Mezindrodniho dfadu pro epizootickd onemocnéni (Manual of
Standards for Diagnostic Tests and Vaccines of the International Office of Epizootic Disease (OIE)),
ktery uvadi: ,,Preferovany vzorek pro imunoanalyzu by mél pochdzet z oblasti obexu nebo mista co
nejblize k této oblasti, ale ne déle nez 1,5 cm od obexu.* Viz Obrazek 1 v Priloze 1.

Pro kazdy vzorek musite pouZit novou ¢epel nebo néstroj Enfer na odbér tkdng, Spachtli, lodi¢ku na
vazeni (vazenku) a homogenizacni sdcek nebo vzorkovou zkumavku ETDS, aby nedoslo ke
vzdjemné kontaminaci vzorkd.

Vzorkovou zkumavku ETDS nebo homogenizacni sa¢ek oznacte identifikatnim Stitkem vzorku,
pricemz Stitek oznacuje na homogenizacnim sacku jeho ptedni stranu.

Pied odbérem musi byt vzorky vytemperovany na pokojovou teplotu (18 — 30 °C).

Pomoci ¢epele nebo néstroje Enfer na odbér tkané odeberte vzorek tkan¢€ z CNS obsahujici Sedou
ktiru mozkovou. Hmotnost vzorku by méla byt pfiblizn€ 1,0 g; pro ptipravu homogenétu
nepouzivejte vzorky, jejichZ hmotnost je nizsi nez 0,5 g a vyssi nez 1,6 g. Vzorek je tieba zvaZit.

Nastroj Enfer na odbér tkdn€ neni vhodny pro vzorky ve stadiu autolyzy. Dals{ informace o pouZiti
néstroje Enfer na odbér tkdné naleznete v Piiloze 1.

Pokud je hmotnost vzorku niZsi nez 0,5 g, musite odebrat novy vzorek tkané.

Poznamka: Po odbéru vzorku musi byt pro konfirmacni testovéani k dispozici celd hemisekce
mozkového kmene s neporusenou oblasti obexu.
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13.1 Metoda A - manualni homogenizace

1. Vzorek zvaite, vloZte jej pied filtr a vsunte aZ na dno homogenizac¢niho sa¢ku. Vzorek
v sacku stisknéte mezi palcem a ukazovakem, ¢imZ napomiZete ndsledné homogenizaci.

2. Do homogeniza¢niho sacku ptidejte 12,5 ml Enfer pufru 1 na 1 g tkdné. Davkovac pufru
nesmi prijit do kontaktu se sickem, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci vzorki.

3. Homogenizujte vzorek po dobu 2 minut ve stomacheru® pfi rychlosti nastavené na ,,HIGH"
(vysokd). V homogenizitoru mohou byt soucasné vzZdy max. dva sacky. Ujistéte se, Ze byl
vzorek tkdn€ rozmélnén a Ze za filtrem vidite Ciry, svétle hnédy roztok. Nespravné provedeni
tohoto kroku ovlivni vysledky metody. V piipadé potieby zopakujte homogenizaci.

4. Po homogenizaci musite vzorky nechat stat v homogeniza¢nim sacku po dobu 5 — 10 minut,
aby se rozptylily bubliny.

13.2 Metoda B — automatizovana homogenizace

1. Vzorek zvazte a vlozte jej do vné&jsi Casti nesestavené vzorkové zkumavky ETDS. Do
zkumavky vloZte obruSovaci ¢ést tak, aby byl vzorek vloZen mezi obruSovacimi destickami,
a bezpecné ji uzaviete jednordzovym vickem.

2. Vzorkové zkumavky ETDS vloZte do homogenizacniho drzéku a zkontrolujte jejich usazeni.
Do kazdé vzorkové zkumavky ETDS pridejte 12,5 ml Enfer pufru 1 na 1 g tkéné.
Homogeniza¢ni drzak vlozte do systému ETDS VIII a homogenizujte po dobu 10 sekund.

3. Po homogenizaci musite vzorky nechat stat ve vzorkové zkumavce ETDS po dobu
5 — 10 minut, aby se rozptylily bubliny.

Pro screeningové ucely: Zhomogenizované vzorky neskladujte, pouZijte je do 3 hodin od pfipravy.

Pouze pro konfirmaéni testovani (pokud jej umoznuji lokdlni predpisy): Homogenaty musi byt
skladovény pii pokojové teploté a mohou byt znovu testovany maximalné do 7 dni od piipravy. Pti
interpretaci téchto vysledki postupujte velmi opatrng€, nebot’ je zndmo, Ze postupem ¢asu dochazi
k poklesu signdlu a slabé pozitivni vysledky se ve screeningové laboratoii mohou jevit jako
negativni. Pfi opakovaném testovani je tfeba pouzit nove odebranou tkan, kterd bude analyzovana
metodou ELISA a Western Blot a/nebo metodou IHC.
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14.0 Postup pfi imunoanalyze - (viz také Priloha 2)
Pred zahdjenim testu si pozorn€ proctéte oddil ,,Metodicka opatieni®.

Pred zahdjenim testu musi byt vSechny reagencie, véetné promyvacich roztokii, testovacich desticek
Enfer, jamek s peptidovym indikdtorem a centrifugacnich desticek, vytemperovdany na pokojovou
teplotu (18 — 30 °C). Pred zahdjenim testu musi byt Enfer pufr I a koncentrdt promyvaciho roztoku
Enfer 2 vytemperovdny na pokojovou teplotu (18 — 30 °C) a nesmi obsahovat krystaly. Jsou-li
pritomny krystaly, Enfer pufr 1 nechte inkubovat pri teploté 17 — 28 °C a pro koncentrovany
promyvaci roztok Enfer 2 se doporucuje inkubace pri teplote 30 °C. Pro usnadnéni rozpousteni
michejte pufr michadlem. Diirazné se doporucuje skladovat tyto pufry v prithlednych nddobdch, aby
byly pripadné krystaly snadno viditelné.

1) Manuadlni pipetovani

Do centrifugacni desticky nadavkujte 180 ul Enfer pufru 1 v kvadruplikatu (jamky pro
slepou kontrolu) 180 ul jednotlivych vzorkil v duplikétu a 180 ul kontrol (jsou-li testovany)
v duplikatu. Musi byt pouzivana centrifugacni desticka dodavand v soupravé. Na pozice Al
a A2 nedavkujte Zadné vzorky ani kontroly.

Vidy pipetujte zpoza filtru v homogenizacnim sacku. Zvlasté dbejte, aby nedoslo ke
kontaminaci povrchu pipety materidlem z homogenizacniho sacku. Zajistéte, aby byla do
sacku zasunuta pouze jednordzova pipetovaci $picka.

nebo
1*) Automatické pipetovani

Do centrifugacni desticky s hlubokymi jamkami nadavkujte 350 pl Enfer pufru 1

v kvadruplikdtu (jamky pro slepou kontrolu), 350 ul jednotlivych vzorki v duplikatu

a 350 ul kontrol (jsou-li testovany) v duplikdtu. Na pozice Al a A2 nedavkujte Zadné vzorky
ani kontroly.

PouZzivate-li vzorkovou zkumavku ETDS, pipetujte z vnitiku obrusovaci ¢asti. Zajistéte, aby
byla do zkumavky zasunuta pouze jednordzova pipetovaci Spicka.

2) Ptikryjte desticku kryci folii.

3) Odstred’ujte desticku pti RCF (relativni odstiediva sila) 2 750 X g po dobu 5 minut pfi
teploté 18 — 30 °C.

4%) Do vSech jamek testovaci desticky Enfer ptidejte 20 ul Enfer pufru 2. Je velice diileZité tento
pufr napipetovat na tplné dno jamek; m4 totiZ tendenci ulpivat na st€éndch jamek a tomuto
efektu musite predejit.

5%) Odstrarite z desticky kryci folii a na ptislusné pozice testovaci desticky Enfer, které jiz
obsahuji Enfer pufr 2, pfeved’te 100 pl jednotlivych odstfedénych vzorki, Enfer pufru 1
(slepé kontrola) a kontrolnich tkani. S centrifugacni destickou zachédzejte velmi opatrné, aby
nedoslo k naruseni peletu, a dbejte, aby do jamek testovaci desticky Enfer nebyly pieneseny
zadné pevné Castice.

6) Ptikryjte desticku kryci folii.

7 Inkubujte a tfepejte destiCku 50 minut pfi teploté 34 °C.

8) Odstraiite z desticky kryci folii a desticku promyjte promyvacim roztokem Enfer 1 podle
promyvaciho postupu 1.

9) Obrat’te desticku dnem vzhiru a poklepejte s ni o savy papir, aby se odstranila veskera
tekutina.

10) Do vSech jamek nadavkujte 100 pl Enfer pufru 3.
11) Inkubujte a tfepejte desticku 15 minut pfi teploté 34 °C.

Strana 16 z 22



12) Desticku promyjte promyvacim roztokem Enfer 2 podle promyvactho postupu 2.

13) Obrat’te desticku dnem vzhiru a poklepejte s ni o savy papir, aby se odstranila veskera
tekutina.

14) Z testovaci desticky Enfer vyjmeéte pozice Al a A2 a nahrad’te je jamkami s peptidovym
indikatorem.
Je velmi dileZité zajistit spravné vloZeni jamek.
Ujistéte se, Ze horni okraj jamek je v rovin€ s okraji vSech ostatnich jamek v desticce.

15) Do kazdé jamky nadavkujte 100 ul primérnich protildtek o pracovni koncentraci.
16) Inkubujte a tfepejte destiCku 30 minut pfi teploté 34 °C.

17) Desticku promyjte promyvacim roztokem Enfer 2 podle promyvaciho postupu 2.

18) Obrat’te desticku dnem vzhiru a poklepejte s ni o savy papir, aby se odstranila veskera
tekutina.

19) Nadavkujte 100 pl sekundarnich protilatek o pracovni koncentraci.

20) Inkubujte a tfepejte desticku 30 minut pfi teploté 34 °C.

21) Desticku promyjte promyvacim roztokem Enfer 2 podle promyvactho postupu 2.
22) Obrat’te desticku dnem vzhiru a poklepejte s ni o savy papir, aby se odstranila veskera
tekutina.

23) Do kazdé jamky nadavkujte 100 ul roztoku TMB.
24) Inkubujte a tfepejte desticku 30 minut pfi teploté 34 °C.
25) Do kazdé jamky nadavkujte 100 pl zastavovaciho roztoku.

26) Do 30 minut od piidani zastavovaciho roztoku desticku tiepejte 10 sekund na tfepacce a poté
zméite absorbanci pfi vinové délce 450 nm za pouZiti referencni vinové délky 690 nm.
Piistroj vynulujte na vzduch (méteni bez vloZené desticky).

* Pro tyto kroky lze pouZit automatizovany pipetovaci systém Tecan Genesis RSP®/Freedom EVO®.
Validované protokoly vam poskytne zédstupce firmy Abbott.

Zpracovani testovacich destiek 1ze automatizovat pomoci pfistroje endlisa ndsledujicim zplisobem:
i) Proved’te imunoanalyzu az po krok 3 (vcetn¢)
ii) Pridejte jamky s peptidovym indikatorem (krok 14)

iii) Odstraiite z centrifugacni desticky kryci f6lii a pfeneste 100 pl kazdého odstfedéného vzorku,
Enfer pufru 1 (slepa kontrola) a kontrol z tkdn€ na odpovidajici pozice v testovaci desticce Enfer.
S centrifugacni destickou zachazejte velmi opatrné€, aby nedoslo k naruseni peletu, a dbejte, aby do
testovaci desticky Enfer nebyly pfeneseny Zadné pevné Castice.

iv) Testovaci desti¢ku Enfer vlozte do en4lisa.
v) Endlisa ptidd Enfer pufr 2 (krok 4) a bude pokracovat v imunoanalyze od kroku 7.
Validované protokoly vam poskytne zastupce firmy Abbott.

Pridani reagencii lze potvrdit pomoci pristroje k méfeni mikrodesticek nebo piistroje endlisa
nasledujicim zptisobem. Enfer pufr 2 zméite pti vinové délce 620 nm za pouZiti referencni vinové
délky 690 nm, Enfer pufr 3 zméite pii vinové délce 405 nm za pouZiti referencni vinové délky
690 nm, roztok na fedéni protilatek zmétte pfi vinové délce 492 nm za pouziti referencni vinové
délky 690 nm a roztok TMB zméfte pii vinové délce 492 nm.
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Pro zajiSténi uspokojivé funkénosti musi byt teplota inkubace 34 + 2 °C.

Pfidany objem Enfer pufru 1 musi byt pfesny s odchylkou max. + 5 % od vypoctenych hodnot.
VSechny dalsi napipetované objemy musi byt pfesné s odchylkou max. + 10 % od poZadované
hodnoty. Nasleduje seznam pozadovanych objemd, v zdvorkach je uvedeno povolené rozmezi:

100 pl (90 — 110 pl), 20 pl (18 — 22 ul) a 350 pl (315 — 385 ul). Doba inkubace nesmi byt
zkracovéana a musi byt piesna s odchylkou max. + 10 %. Rychlost odstfed’ovani musi byt nastavena
na rozmez{ 2 750 — 3 025 x g a doba odstfed’ovani na 5 — 10 minut.

15.0 Vysledky

15.1 Validace funkénosti testu

Pii vypoctu a interpretaci vysledki testu musi byt kazdd desticka vyhodnocena samostatné. Pro
vypocet vysledkil a jejich interpretaci 1ze pouZit schvdleny software. Pred interpretaci vysledkt
vySetfeni vzorkl je nutné validovat vysledky kontrol.

Slepa kontrola (blank)

Hodnota slepé kontroly se vypocte jako medidn hodnot absorbance ¢tyi opakovanych méteni s Enfer
pufrem 1 (slepé kontrola). Hodnoty se vzestupné sefadi a medidn je aritmeticky primér dvou
prostiednich hodnot.

Medidn hodnot absorbanci opakovanych métenf slepé kontroly (blank) musi byt nizsi nez 0,2.
Hodnota cut-off

Hodnotu cut-off vypoctete pfic¢tenim hodnoty 0,3 k hodnoté slepé kontroly.

JamKky s peptidovym indikatorem

Vypoctéte primérnou hodnotu absorbance z opakovanych méfeni jamek s peptidovym indikatorem
minus hodnota slepé kontroly.

Primérnd hodnota absorbance jamek s peptidovym indikatorem minus hodnota slepé kontroly musi
byt vyssi nez 0,8.
Negativni kontrolni tkan

Pii zpracovani negativni kontroly se vypocte primérna hodnota absorbance opakovanych méfeni
minus hodnota slepé kontroly. Vyslednd hodnota musi byt niZsi nebo rovna 0,3.

Piijatelné rozmezi vysledka kontrol:

Pokud nejsou splnéna vyse uvedend kritéria, je test neplatny a je nutné jej zopakovat.

15.2 Interpretace vysledku

Nereaktivni vysledky

vy

Vzorky s hodnotami absorbance nizZ§imi nebo rovnymi hodnoté cut-off jsou povazovany za
nereaktivni metodou Enfer TSE verze 3.

Reaktivni vysledky

Vzorky s hodnotami absorbance vy$$imi nez hodnota cut-off v jedné nebo obou jamkéch jsou
povaZovany za pocatecné reaktivni (viz oddil Omezeni metody). Tyto vzorky musi byt znovu
vySetteny v duplikdtu, pocinaje odbérem tkané. Vzorek je povaZovan za pozitivni, pokud je signél
pii opakovaném meteni v jedné nebo obou jamkéch vyssi nez hodnota cut-off.

Vzorky piislusné tkdané vykazujici v testu pozitivni vysledky je nutné odeslat ke konfirmaci do
lokalni NRL.
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15.3 Omezeni metody
Enfer Scientific spliluje pozadavky systému managementu jakosti dle ISO9001.

Tento test, jako kazdy biologicky test, miiZze v zavislosti na lokdlnich podminkach vykazovat falesné
pozitivni nebo falesn€ negativni vysledky. Pfi interpretaci testu musite brat v dvahu vSechny
dostupné klinické, historické a epidemiologické udaje tykajici se testovanych zvitat. V urcitych
pripadech je nutné provést dalsi konfirmacni testovani.

Negativni vysledek v kvalitativnim imunologickém testu nevylucuje moznost infekce prionovym
proteinem PrP%.

Jakakoli zména nebo modifikace tohoto postupu by mohla ovlivnit vysledky testu.

Vysledky ziskané pro materidl pozitivni na TSE se mohou liSit, jelikoZ vyskyt prionu v tkani je
proménlivy a nelze zarucit stabilitu skladované tkan¢.

Za interpretaci testu a ndslednd rozhodnuti o opatienich v oblasti Zivocisné vyroby zodpovidd
uZivatel, oSetiujici veterindr a prislusné instituce nebo orgdny veterindrniho dohledu. Spolecnost
Enfer Scientific nezodpovidd za pripadné ztrdty ¢i Skody vyplyvajict z interpretace vysledkii testu.

16.0 Omezeni zaruk a vyhrazeni prav

Dojde-li k odchylkdm od ptedepsanych instrukci, spolecnost Enfer Scientific neposkytuje Zadnou
zaruku, vyslovn€ uvedenou i ptedpoklddanou, na provedeni testu Enfer TSE verze 3, na stabilitu a
skladovani soupravy Enfer a pouZity pracovni postup. Enfer Scientific se zarovei ziikd odpoveédnosti
za obchodovatelnost a pouzitelnost poté, kdy produkt opusti spolecnost Enfer Scientific. Enfer
Scientific v Zddném piipadé neodpovida za pfimé ani nasledné skody.

17.0 Doporucené rozlozeni na desticce

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

P V6 | V6 |VI14 |VI4 | V22 | V22 | V30 | V30 | V38 | V38

1
P
S S V7 | V7 | VIS5 | VI5 | V23 | V23 | V31 | V31 | V39 | V39
S S V& | V8 | V16 | VI6 | V24 | V24 | V32 | V32 | V40 | V40

V1 VO | VO | VI7 | VI7 | V25 | V25 | V33 | V33 | V41 | V4l

V2 | V2 | VIO | VIO | VI8 | VI8 | V26 | V26 | V34 | V34 | V42 | V42

V3 V3 V11 | VI1 | V19 | V19 | V27 | V27 | V35 | V35 | V43 | V43

V4 |V4 | V12 | VI2 | V20 | V20 | V28 | V28 | V36 | V36 | V44 | V44

SIS
=

V5 | V5 | V13 | VI3 | V21 | V21 | V29 | V29 | V37 | V37 | V45 | V45

P = Jamky s peptidovym indikdtorem
S = Enfer pufr 1 (slepa kontrola)
V = Vzorky testované v duplikitu

Bronidox®, Stomacher®, Skanwasher®, Tecan Freedom EVO® a Tecan Genesis RSP® nejsou
obchodni znacky firmy Enfer.

C046L72CZ
Listopad 2010

Strana 19 z 22



Priloha |

Pokyny pro odbér vzorku tkané pomoci nastroje Enfer na odbér tkané (07K34-60)

Pozadovany material:

Nastroj Enfer na odbér tkdné (déle uvedeny jako ,,ndstroj na odbér tkane”)

Vzorky tkdné

Jednorazové lodic¢ky na vazeni (vaZenky) nebo misky na vzorky

Jednorazové stérky nebo Spachtle

Vzorkové zkumavky ETDS nebo homogenizaéni sdcky

Pozndmka: Tuto metodu smi provddét pouze zkuseny laborant

Postup:

1.

Pro kazdy vzorek musite pouZit novy nastroj na odbér tkdné, lodi¢ku na vazeni (vazenku)
a Spachtli, aby nedoslo ke vzdjemné kontaminaci vzork.

Vzorek poloZte na misku a vyberte oblast, z niZ chcete odebrat vzorek. Jednd se o jednu
stranu oblasti obexu (viz Obrazek 1).

Nastroj na odbér tkané nastavte nad pozadovanou oblast feznou plochou smérem ke tkani.

Pridrzte tkan jednorazovou stérkou nebo Spachtli, aby zistala na misté. Nastroj na odbér
tkané pfitlacte na tkan a zdroven jim otdcejte ve sméru a proti smeru hodinovych rucicek
priblizné o Ctvrtinu otacky (viz Obrazek 2).

Nastroj odebere vzorek tkan¢ ve tvaru vélce (viz Obrazek 3). Tkan zlistane uvnitf néstroje na
odbér tkané.

Pro ptenos tkané do vzorkové zkumavky ETDS poklepejte okrajem ndstroje na odbér tkdné
o okraj vzorkové zkumavky ETDS. Tento postup je pro uvolnéni tkdn¢ z nastroje vétSinou
dostatecny. Jestlize nedojde k uvolnéni tkan€, stérkou zatlacte na tkan pfes otvory na strané
néstroje na odbér tkdn€¢ (Pozndmka: Pied pfidanim vzorku tarujte vdhu prazdnou vn&jsi
zkumavkou).

NEBO

Pro ptenos tkdné do homogenizacniho sacku vsuiite konec néstroje na odbér tkané obsahujici
tkan dovniti homogeniza¢niho sacku a zatlacte stérkou na tkan ptes otvory na strané
odbérového ndstroje, aby se tkai uvolnila (Pozndmka: Pred pfiddnim vzorku térujte vahu
pomoci prazdného sacku). Pred dalsim postupem se ujistéte, Ze vzorek byl vloZen aZ na dno
homogenizac¢niho sacku.

Pozndmky:

1) Po odbéru vzorku musi byt pro konfirmacni testovani k dispozici celd hemisekce mozkového
kmene s neporusenou oblasti obexu.

2) Nastroj Enfer na odbér tkané€ neni vhodny pro vzorky ve stadiu autolyzy.
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Obrazek 1

- Odher 2 - opakavany odbér

—- Odber 1

Obrazek 2 Obrazek 3
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Priloha I1

Moznosti manualniho a automatizovaného zpracovani

Nasledujici tabulka zobrazuje mozné kombinace postupt pii testovani za pouZiti riznych stupiii automatizace.

Moznost
1 2 3 4 5 6
Odbér vzorku Naéstroj Enfer na odbér tkan€ nebo Cepel
Seward Stomacher® nebo Systém ETDS VIII
Homogenizace homogenizétor
Interscience (metoda A) (metoda B)
: P
‘g Prenos homogenatu do Tecan
> | centrifugaéni desticky Tecan Genesis
g .y Genesis | RsP®
e manudln{ RSP® manudln{ b
e Pi'enos odstiedéného nebo F nedo
. , reedom
homogenatu.(vio testovaci | . -nudlnd manudlnf | Freedom EVO®
desticky ®
EVO
Pridani Enfer pufru 2
L. . endlisa endlisa endlisa
Zpracovani testovaci o
o manudlni
desticky
Schvaleno pro Pouze skot Pouze skot
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