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1 - INFORMACION GENERAL

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETS) se describieron por primera
vez en el siglo XVl en el cordero (tembladera) y, mas recientemente,en los cérvidos
como el ciervo y el alce (enfermedad debilitante cronica, EDC) y en los bovinos
(encefalopatia espongiforme bovina, EEB). El hombre también es sensible a ciertas
formas de EETs como el kuru, la enfermedad de CreutzfeldtJakob (ECJV) o el
sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS). En el caso del hombre, la
aparicion de una nueva forma de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, llamada
variante (vCJD), se debe en gran medida al consumoalimentario de carne o
productos carmicos infectados por el agente de la EEB.

Una de las caracteristicas principales de la encefalopatia espongiforme
transmisible (EETs) es la acumulacion progresiva, en el sistema nervioso
central, de una isoforma anormal de la proteina prién natural o celular (PrP),
denominada PrP=. Esta proteina PrPe especifica de la enfermedad se
caracteriza por una mayor resistencia a las proteasas. TeSeE™ WESTERN BLOT
permite la identificacion cualitativa de la proteina PrP=, tras un tratamiento
proteolitico con el que se obtiene un fragmento de reducido peso molecular
tras la ruptura en el extremo N-terminal.

Programas de control activo/passivo se han realizado en el mundo entero
para la deteccion de la EEB, trembladera o EDC in los animales infectados.
Estos programas han tenido como resultado la identificaciéon de un mayor
nimero de casos de EET positivos en los laboratorios de deteccion. Las
muestras positivas (animales sospechosos) identificadas durante estos
programas de control son sistematicamente confirmadas como “infectadas
por EET” mediante la demostracion de cambios espongiformes tipicos
por histopatologia o mediante la deteccidonde la PrP anormal mediante
inmunohistoquimica (ICH) o de fibrillas asociadas al scrapie (SAF) por
microscopia electronica. Estas técnicas de confirmacion requieren experiencia
técnica para la interpretacion de los resultados, requieren mucho tiempo y son
costosas. La técnica western blot (inmunotransferencia) también se puede
considerar como un método alternativo para la confirmacion de muestras
sospechosas de EET.

Los datos de validaciones de este kit han sido certificados por la OIE sobre
la base de una revision de expertos como son validados y aptos para
una finalidad de deteccién post mortem de encefalopatias espongiformes
transmisibles (EET) en bovinos (encefalopatia espongiforme bovina, EEB), en
ovinos y caprinos (EEB vy prurigo lumbar), y en cérvidos (caquexia crénica), con
las siguientes finalidades:
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—

. Confirmar muestras positivas sospechosas de EET detectadas en los
laboratorios de criba en paises con programas de vigilancia activa/
pasiva. Toda muestra que dé un resultado negativo segun los criterios de
interpretacion del TeSeE™ WESTERN BLOT, tras un resultado positivo en una
prueba rapida, debe ser sometida a otro método de confirmacion certificado
por la OIE: inmunohistoquimica (IHC) o inmunotransferencia de SAF;

2. Confirmar la prevalencia de la infeccién con uno de los agentes
asociados a las EET (EEB, prurigo lumbar, caquexia crénica) en el
contexto de una encuesta epidemiolégica en un pais de baja prevalencia;

3. Calcular la prevalencia de la infeccion para facilitar el andlisis de riesgos
(encuestas, aplicacion de medidas de control sanitario) y ayudar a
demostrar la eficiencia de las politicas de erradicacion.

El test TeSeE™ WEeSTERN BLOT utiliza el mismo principio de ensayo que €l
test rapido de Bio-Rad (TeSeE™ SAP, TeSeE™ sheep/goat), que incluye la
etapa de purificacion preliminar y concentraciéon de la PrP=, seguida de
inmunotransferencia. Este test se puede utilizar de manera eficaz para la
confirmacion de la EET en animales sospechosos y para la tipificacion de
la cepa de EET en las ovejas.

2 - PRINCIPIO DE LA PRUEBA

TeSeE™ WESTERN BLOT permite la deteccion de la PrP® en las muestras
de tejidos nerviosos (bévidos, ovejas, cabras, cérvidos...) y periféricos
(cérvidos) obtenidos de animales infectadas.

El procedimiento se inicia con la digestion de la proteina prion celular
(PrPe), seguida de la purificacion y concentracion de la proteina prién
PrPe especifica de la enfermedad. La deteccion de la PrPe se realiza
por electroforesis seguida de una técnica de inmunoblotting en la que se
utiliza un anticuerpo monoclonale altamente especifico de la PrPe.

El procedimiento incluye las siguientes etapas:

* Homogeneizacion de la muestra

e Digestion de la PrPe con la proteinasa K

e Purificacion y concentracion de la PrPrs

e Electroforesis y transferencia sobre la membrana
e Inmunoblotting
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3 - COMPOSICION DEL KIT

Denominacion | Tipos de reactivos Presentacion | Gonservacion
Tubos de trituracion

Grinding que contienen bolas de 1 sobre +2°C a

Tubes ceramica en una solucion (35 tubos) +25°C
tampon®

A Solucién desnaturalizante 1 frasco +2°C a
Lista para usar (20 ml) +25°C
Solucion clarificante

B Colorante: azul de 1 frasco +2°C a
bromofenol (20 ml) +25°C
Lista para usar
Proteinasa K 1 frasco N o

PK Colorante: rojo fenol (0.5 ml) +2°Ca+8°C
Anticuerpo primario™: 1 frasco

Ab | Anticuerpo monoclonale 8 mi) +2°C a +8°C
anti-PrP (10x)
Anticuerpo secundario™: 1 frasco

Ab Il IgG de oveja anti-raton (10 ml) +2°C a +8°C
(H+L)-HRP (10x)
Solucion de saturacion™ 1 frasco o o

Bl (10 %) (10 ml) +2°C a +8°C

W Estos reactivos contienen 0,1% de ProClin™ 300 (conservante).

4 - MUESTRAS

El test TeSeE™ WESTERN BLOT conviene para la deteccion del EET en
los bovinos (Encefalopatia Espongiforme Bovina, EEB), en las ovejas y
caprinos (EEB y tembladera), y en los cervidos (Enfermedad Debilitante

Cronica, EDC).

Puede utilizarse directamente a partir de la misma muestra homogenizada
(tubo de trituracion) para las pruebas rapidas Bio-Rad (TeSeE™ SAP,
TeSeE™ sheep/goat).

Bovinos: la purificacion de la PrP= se realiza en muestras del Sistema
Nervioso Central (SNC). Como la distribucion de la PrP= en el sistema
nervioso central es heterogénea, se debe tomar preferentemente una
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muestra en el area del obex del tronco cerebral para una deteccion
éptima.

La jeringa de toma de muestras (Ref.: 3551175) permite un muestreo facil,
rapido y seguro en el area del obex. Es necessario, revisar el protocolo
de toma de muestras para obtener instrucciones detalladas sobre el
procedimiento de toma de muestras.

Pequeiios ruminantes: la purificacion de la PrP* se realiza en muestras
del Sistema Nervioso Central (SNC).
Las muestras se cortan y se pesan individualmente.

Cérvidos: la purificacion de la PrP= se realiza en muestras del Sistema
Nervioso Central (SNC) o tejidos periféricos (nédulos linfaticos).
Las muestras se cortan y se pesan individualmente.

5 - PROCEDIMIENTO CON EL GEL MINI BLOT™

5.1 - REACTIVOS Y MATERIAL SUPLEMENTARIO
5.1.1 - REACTIVO Y CONSUMIBLES

Pipetas graduadas (5, 10, 25 ml), tubos conicos (50 ml), microtubos (2 ml)
de polipropileno con tapoén.
Pelicula protectora PARAFILM® M.

Purificacion de las muestras

Tampon Laemmli 30 ml Bio-Rad, Ref. 1610737
2-Mercaptoethanol 25 ml Bio-Rad, Ref. 1610710
SDS 100g Bio-Rad, Ref. 1610301
Jeringas de calibracion 200 Bio-Rad, Ref. 3551174

Electroforesis

Acrilamida 40% 29:1 500 ml Bio-Rad, Ref. 1610146
Tris-HCI 0,5 M pH 6.8 1L Bio-Rad, Ref. 1610799
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 1L Bio-Rad, Ref. 1610798
Azul de bromofenol 10¢g Bio-Rad, Ref. 1610404
Sacarosa 1kg Bio-Rad, Discontinuado
Persulfato de amonio 10¢g Bio-Rad, Ref. 1610700
TEMED 5ml Bio-Rad, Ref. 1610800
Tris/Glicina/SDS (tampon de electroforesis) (10x) 1L Bio-Rad, Ref. 1610732
Marcador pretefido Kaleidoscope™ 500 pl Bio-Rad, Ref. 1610375
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MagicMark™ XP Western Standard 250 pl
(marcador de peso molecular)

Immunoblotting

Invitrogen, Ref. LC5602

Ethanol (Normapur) 1L
Tris/CAPS (tampon de transferencia) (10x) 1L
Papel de filtro 50 hojas
(papel de transferencia para geles Mini Blot™)

Membrana PVDF (0,2 pm) 10 hojas
Tween® 20 100 ml
PBS (tampdn de lavado) (10x) 1L
ECL (sustrato para conjugado) 125 ml
Hyperfilms ECL (18 x 24 c¢m) 25 peliculas
Sobre de revelado 30 sobres
Solucién de revelado Kodak LX24 csp20 L
Solucién de fijador Kodak AL4 csp20 L

5.1.2 - MATERIAL
Pipetas regulables (10, 40, 200, 1000 pl),

VWR, Ref. 20821-296
Bio-Rad, Ref. 1610778
Bio-Rad, Ref. 1703932

Bio-Rad, Ref. 1620175
Bio-Rad, Ref. 1706531
Bio-Rad, Ref. 1610780

Amersham, Ref. RPN2109
Amersham, Ref. RPN2103K

Applied Biosystems,
cat Nr. T2258
VWR o Kodak
VWR o Kodak

Probetas graduadas (1 Ly 2 L), pinzas de plastico, cubetas, Vortex®.
Cassette de exposicion con luz roja para el revelado de las peliculas.

Purificacion de las muestras

TeSeE™ Precess 48™

TeSeE™ Precess 24™

Calefactor de bloque

Adaptador para calefactor de bloque - 20 tubos
Centrifuga - 220/240 V

Rotor tambor

Adaptadores para rotor - (x6)

Electroforesis

Bio-Rad, Ref. 3590200
Bio-Rad, Ref. 3591070
Bio-Rad, Ref. 3589057
Bio-Rad, Ref. 3589072
Bio-Rad, Ref. 3591396
Bio-Rad, Ref. 3589189
Bio-Rad, Ref. 3589191

Mini-PROTEAN® Tetra Cell, electrophoresis module
5 spacer plates
Generador PowerPac™ HC: 100/120V - 220/240 V

Bio-Rad, Ref. 1658007
Bio-Rad, Ref. 1653312
Bio-Rad, Ref. 1645052
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Transferencia
Trans-Blot® Cell Bio-Rad, Ref. 1703946

Immunoblotting

Western Processor base Bio-Rad, Discontinuado
Cubetas Western Processor para geles Mini Blot™ Bio-Rad, Discontinuado

5.2 - PREPARACION DE LOS REACTIVOS
5.2.1 - PURIFICACION DE LAS MUESTRAS

¢ Proteinasa K
Solucion de proteinasa K diluida en reactivo A:

» 1ml de reactivo A

» 20l de proteinasa K
Mezclar bien por inversion del tubo hasta obtener una solucion
homogénea. Tras la reconstitucion, la solucion diluida de proteinasa K es
estable 10 horas si se conserva a temperatura ambiente (+18°C a +30°C).

¢ Solucion de Laemmli
Solucién de SDS + 2-Mercaptoetanol + Laemmli sample buffer:
» 069 de SDS
» 1,5ml  de 2-Mercaptoetanol
Mezclar por inversion del tubo.
» 28,5 ml de Laemmli sample buffer
La solucion se reparte en alicuotas de 4 ml y se conserva a -20°C. Las
alicuotas descongeladas pueden volverse a congelar.
Nota: Se recomienda preparar la solucion de Laemmli una hora antes de
su uso para que el SDS se disuelva completamente.

5.2.2 - ELECTROFORESIS

¢ Gel discontinuo de acrilamida, vertido manualmente

El gel tendré un espesor de 1,5 mm.

Con el médulo de vaciado Mini Blot™ (casting module), echar en primer
lugar el gel inferior (acrilamida 13,5%, pH 8,8); cuando el gel inferior haya
polimerizado, anadir el gel superior (acrilamida 3% pH 6,8).

Gel inferior (1 gel)
» 2,8ml  de acrilamida 40%, 29:1
» 1,7ml  detampodn Tris-HCI, 1,5 M, pH 8,8 / SDS (1)
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» 1,3ml  de solucion de sacarosa al 50% (2)
» 2,5ml  deagua destilada

Mezclar por inversiéon del tubo.

» 43l de persulfato de amonio 10% (3)

> oul de TEMED
Verter 7 ml de la solucién en las placas y guardar el resto de solucion
como control de polimerizacién. Afadir con cuidado 1 ml de tampdn Tris-
HCI 0,3 M pH 8,8 / SDS (4) hasta arriba para que la superficie del gel no
se seque.
Dejar que el gel polimerice durante 15-20 minutos a temperatura
ambiente (+18°C a +30°C). Comprobar que el resto de soluciéon ha
polimerizado. Dar la vuelta al sistema para eliminar el exceso de tampdn.

Gel superior (1 gel)

» 4 ml de acrilamida 3% (7)

» 28 de persulfato de amonio al 10% (3)

» 6yl de TEMED
Mezclar por inversién del tubo.
Anadir suavemente el gel inferior sobre el gel superior y guardar el resto
de solucién como control de polimerizacion. Colocar el peine, evitando
la formacién de burbujas en las posiciones de los pocillos. Dejar que el
gel polimerice durante 5-10 minutos a temperatura ambiente (+18°C a
+30°C).
Comprobar que el resto de solucién ha polimerizado.

(1) Solucién de tampén Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 / SDS
» 029 de SDS
» 50 mi de tampdn Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
La solucion se puede conservar de +2°C a +8°C durante 2 semanas.

(2) Solucién de sacarosa 50%

» 259 de sacarosa

» csp 50 ml de agua destilada
La solucion de sacarosa se puede conservar de +2°C a +8°C, durante 2
semanas.
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(3) Solucién de persulfato de amonio al 10%

»5g de persulfato de amonio

» csp 50 ml de agua destilada
La solucién de persulfato de amonio se reparte en alicuotas y se conserva
a -20°C. La solucién descongelada se puede conservar de +2°C a +8°C,
durante 2 semanas.

(4) Solucién de tampén Tris-HCI 0,3 M, pH 8,8 / SDS
» 40 ml de agua destilada
» 10 ml de tampon Tris-HCI 1,5 M, pH 8.8 / SDS
La solucion se conserva de +2°C a +8°C, durante 2 semanas.

(5) Solucién de tampén Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 / SDS
» 029 de SDS
» 50 mi de tampdn Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
La solucion se conserva de +2°C a +8°C, durante 2 semanas.

(6) Solucién de azul de bromofenol al 1%

» 059 de azul de bromofenol

» 50 ml de agua destilada
La solucién de azul de bromofenol se conserva a temperatura ambiente
(+18°C a +30°C), durante 6 meses.

(7) Solucién de acrilamida al 3%
» 3,8 ml  de acrilamida al 40%, 29:1
» 10m de tampdn Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 / SDS (5)
» 6 ml de sacarosa 50% (2)
» 500yl de azul de bromofenol 1% (6)
» csp 50 ml de agua destilada
La solucion se conserva de +2°C a +8°C, durante 2 semanas.

e Marcador Kaleidoscope™

El marcador Kaleidoscope™ se prepara durante la desnaturalizacion de la
muestra antes de la carga en el gel de acrilamida.

Preparar una dilucién 1/12 en solucién de Laemmli, por ejemplo 10 pl del
marcador Kaleidoscope™ + 110 pl de solucién de Laemmli.

Consultar en el prospecto del marcador Kaleidoscope™ las condiciones de
conservacion.
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¢ Marcador MagicMark™ XP

El marcador de peso molecular MagicMark™ XP se prepara durante la
desnaturalizacién de la muestra, antes de depositarla sobre el gel de
acrilamida. Preparar una diluciéon 1/12 en solucién de Laemmli, por
ejemplo, 10 pl de MagicMark™ XP + 110 pl de solucién de Laemmli.
Consultar el manual de instruciones del MagicMark™ XP sobre las
condiciones de conservacion.

e Tampon de migracion Mini Blot™
Solucién de Tris-Glicina-SDS (1x).
Preparar una dilucion 1/10. Para 1 cubeta se necesita 1 L de tampdn
diluido:
» 100 ml  de tampdn Tris-Glicina-SDS (10x)
» 900 ml  de agua destilada
Homogeneizar. Esta solucién no se puede guardar.

5.2.3 - TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

e Tampon de transferencia
Solucién de Tris/CAPS-etanol 15%. Para 1 cubeta de transferencia se
necesitan 2,5 L.
» 750 ml  de agua destilada
» 150 ml  de etanol puro
» 100 ml  de Tris/CAPS (10x)
Homogeneizar. Esta solucién no se puede guardar.

5.2.4 - INMUNOBLOTTING

* Solucion de lavado 1
Solucion de PBS (1x) + 0,1% Tween® 20. Para el tratamiento completo
de una membrana se necesitan unos 500 ml.

» 900 ml  de agua destilada

» 100 ml  de PBS (10x)

» 1 ml de Tween® 20
Homogeneizar bien. La solucion se puede conservar una noche de +2°C
a +8°C.

e Solucion de lavado 2
Solucion de PBS (1x). Para el tratamiento completo de una
membrana se necesitan unos 100 ml.
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» 900 ml  de agua destilada

» 100 ml  de PBS (10x)
La solucién se puede conservar una noche a temperatura ambiente
(+18°C a +30°C).

¢ Solucion de saturacion
Durante la etapa de transferencia, diluir la soluciéon de saturacion (BI)
1/10 en la solucién de lavado 1. Se necesitan 20 ml de solucion de
saturacion diluida (1x) para 1 membrana.

» 18 ml  de solucion de lavado 1

» 2 ml de solucion de saturacion (10x)
Homogeneizar por inversién del tubo.

e Anticuerpo primario diluido
Justo antes de usar, diluir la mezcla de anticuerpo primario a 1/10 en
la solucién de lavado 1. Para 1 membrana se necesitan 15 ml de
anticuerpo diluido.

» 13,5 ml de solucion de lavado 1

» 1,5ml  de anticuerpo primario (10x)
Homogeneizar por inversién del tubo.

¢ Anticuerpo secundario diluido (conjugado)
Justo antes de usar, diluir el anticuerpo secundario a 1/10 en solucién de
lavado 1. Para 1 membrana se necesitan 20 ml de conjugado diluido.
» 18 ml  de solucion de lavado 1
» 2 ml de anticuerpo secundario (10x)
Homogeneizar por inversién del tubo.

e ECL
El sustrato (ECL) se debe preparar justo antes de usar. El sustrato (ECL)
se debe preparar justo antes de usar. Para 1 membrana se necesita
1 ml de sustrato.

» 0,5 ml de reactivo 1

» 0,5 ml de reactivo 2
Homogeneizar la solucion.

¢ Solucion de revelado

» 800 ml de agua destilada
» 200 ml de producto de revelado
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La solucion se puede conservar a temperatura ambiente (+18°C a +30°C),
en camara oscura, durante un maximo de 15 dias.

e Solucion de fijacion

» 800 ml de agua destilada

» 200 ml de producto fijador
La solucion se puede conservar a temperatura ambiente (+18°C a +30°C),
en camara oscura, durante un maximo de 15 dias.

5.3 - PURIFICACION DE LAS MUESTRAS

El test TeSeE™ WESTERN BLOT se puede utilizar directamente a partir de
la misma muestra homogenizada (tubo de trituracion) para las pruebas
rapidas Bio-Rad (TeSeE"™ SAP, TeSeE™ sheep/goat).

Obtencion

Para tejidos periféricos (ganglios linfaticos) inserte una bolita media
(Medium Bead, ref.: 3551171) en el tubo de trituracion antes de afiadir la
muestra.

Coja una masa de 350 mg + 40 mg de tejido nervioso (preferiblemente
del area del obex) o 200 mg + 20 mg de tejido periférico. Depositar la
muestra en un tubo de trituracion, cerrar herméticamente vy realizar la
trituracion en el homogeneizador (Ribolyser®, TeSeE™ PRECESS 48™ o
TeSeE"™ PRECESS 24).

Trituracion de la muestra
Colocar los tubos en el homogeneizador.
Efectuar un ciclo de agitacion con los siguientes parametros:

Ribolyser® TeSeE™ PRECESS 48™
v o TeSeE™ PRECESS 24™
Tejidos Tejidos Tejidos Tejidos
nerviosos perféricos nerviosos perféricos
Tiempo (seg.) 45 2 x 450 - -
Velocidad 6,5 6,5 - -
Programa - - Programa 1 Programa 2

Si la trituracion es insuficiente, se pueden efectuar 1 o 2 ciclos de

agitacion mas®.

@ Esperar durante 5 minutos entre 2 ciclos de trituracion.
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Calibraciéon de la muestra

Retirar los tubos de trituracién del homogeneizador, resuspender el

homogeneizado por inversion antes de abrirlos y aspirar 500 pl con la

jeringa de calibracion, teniendo cuidado de introducir la aguja por debajo

del nivel de las bolas de ceramica para evitar coger fragmentos de tejido.

Transferir cada muestra de 500 pl a un microtubo Eppendorf de 2 ml.

Nota: En esta etapa, los tubos de trituracion tras la homogeneizacion

y los microtubos tras la calibracion de la muestra se pueden conservar

cerrados:

e A temperatura ambiente (+18°C a +30°C) durante 15 horas.

e De +2°C a +8°C durante 72 horas.

e A -20°C durante 1 ano. Las muestras congeladas deben descongelarse
a temperatura ambiente (+18°C a +30°C).

Las muestras pueden someterse a un maximo de 3 ciclos de

congelacién/ descongelacién. Las muestras siempre deben

homogeneizarse por inversion antes de usar.

Tratamiento con la proteinasa K

Distribuir 500 pl de solucién de proteinasa K reconstituida (ver apartado
5.2.1) en cada microtubo.

Homogeneizar los tubos cerrados por inversion (10 veces) e incubar a
37°C £ 2°C en una estufa durante 10 minutos.

Precipitacion de la PrP con el reactivo B

Sacar los tubos del incubador. Abrirlos y distribuir 500 pl de reactivo
B en cada tubo. Homogeneizar por inversién hasta obtener un color
homogéneo.

Concentracion de la PrP por centrifugacion
Centrifugar los tubos durante 7 minutos a 15.000 g a 20°C.

Aclaracion de la muestra

Desechar el sobrenadante en un recipiente para residuos. A continuacion,
secar los tubos dandoles la vuelta sobre papel absorbente durante 5
minutos.

Distribuir 100 pl de solucién de Laemmli (ver apartado 5.2.1) en cada
microtubo. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente (+18°C a
+30°C).

Volver a solubilizar completamente el precipitado por aspiracion/

82 [ES]



dispensacién con una pipeta.

Incubar durante 5 minutos a 100°C + 5°C en una estufa.

Sacar los tubos del incubador, homogeneizar con el vortex.

Centrifugar los tubos durante 15 minutos a 15000 g a 20°C.

Transferir el sobrenadante a un nuevo microtubo. Desechar el tubo que
contiene el precipitado.

En esta etapa, el sobrenadante se puede conservar congelado a -20°C
durante 24 horas; las muestras se deben descongelar a temperatura
ambiente (+18°C a +30°C) antes de usar.

5.4 - ELECTROFORESIS

El test TeSeE™ WESTERN BLOT se puede utilizar tanto para la confirmacion
de muestras sospechosas de infeccién por EET como para el tipificado de
la cepa en las ovejas.

El siguiente procedimiento es aplicable para la confirmacion de muestras
sospechosas de infeccion por EET.

En el caso de la aplicacion del tipificado, péngase en contacto con su
representante de Bio-Rad para solicitar el protocolo de instrucciones.

Preparacion del gel

Colocar los geles de acrilamida (ver apartado 5.2.2) en la cubeta de
migracion. Anadir el tampdn de migracion (ver apartado 5.2.2) en las
cubetas a cada lado

de los geles hasta por encima de los pocillos y en la cubeta de
electroforesis. Retirar con cuidado los peines y aclarar cada pocillo con
tampdn de migracion utilizando una pipeta.

Depésito de las muestras

Calentar las muestras durante 4 minutos a 100 °C + 5°C justo antes de
depositar 15 pl/pocillo.

Depositar 15 pl del marcador Kaleidoscope™ diluido y 15 pul de
MagicMark™ XP diluido (ver apartado 5.2.2).

Nota: en el caso en el que se traten varios geles a la vez, depositar los
marcadores en diferentes pocillos para facilitar la identificacion.

Migracion diferencial de las muestras

Realizar la migraciéon a temperatura ambiente (+18°C a +30°C) durante
90 minutos a 150 V. La linea azul debe estar fuera del gel.

83 [ES]



5.5 - TRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS

El tampon de transferencia debe prepararse antes de que finalice la
migracion de las muestras (ver apartado 5.2.3).

Preparacion de la transferencia de las proteinas

Cortar la membrana con las mismas dimensiones del gel. La membrana
siempre se debe manipular con pinzas.

Sumergir la membrana en etanol puro durante 15 segundos, aclarar
en agua destilada durante 5 minutos y posteriormente en el tampoén de
transferencia durante 10 minutos.

Separar con cuidado el gel de las placas de vidrio y dejar que se equilibre
durante 10 minutos en el tampdn de transferencia.

Preparacion del sandwich

Empapar los papeles de filtro y las almohadillas de fibras en el tampdn de
transferencia. Abrir el cassette de transferencia, con el lado transparente a
la izquierda. Colocar sobre el lado transparente, siguiendo este orden, una
almohadilla de fibras, un papel de filtro, la membrana* y el gel*. Completar
con un papel de filtro y una almohadilla de fibras y cerrar el cassette.
Sumergir el cassette en la cubeta de transferencia, previamente llena con
el tampodn de transferencia hasta el limite indicado.

*Eliminar las posibles burbujas de aire que se hayan formado.

Nota: en el caso de que se traten varias membranas a la vez, identificar
cada membrana marcando en una esquina.

Transferencia sobre la membrana PVDF
Transferir durante 60 minutos a 115V, sobre agitacion (barra magnética).

5.6 - INMUNOBLOTTING

a) Al finalizar la transferencia de las proteinas, abrir el cassette y sacar

la membrana para revelarla. Sumergir rapidamente la membrana en
la solucion de lavado 2 (ver apartado 5.2.4) y posteriormente ponerla
en etanol durante 10 segundos antes de aclarar durante 5 minutos en
agua destilada.
Nota: En este paso, la membrana se puede conservar durante la
noche en agua destilada en +2°C a +8°C. Deje la membrana ajustar
a la temperatura ambiente (+18°C a +30°C) antes de comenzar
inmunoblotting.
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b) Eliminar el agua destilada e incubar la membrana durante 30 minutos
en la solucion de saturacion (ver apartado 5.2.4). Incubar con agitacion
moderada.

Para 1 membrana se necesitan 20 ml de solucién de saturacién.
Nota: desde esta etapa hasta la etapa g), en las etapas de agitacion y
de lavado se puede utilizar el Western Processor Bio-Rad (ver el manual
para los parametros).

c) Eliminar la soluciéon de saturacion e incubar la membrana en el
anticuerpo primario diluido (ver apartado 5.2.4) durante 30 minutos a
temperatura ambiente (+18°C a +30°C) con agitacién moderada.

Para 1 membrana se necesitan 15 ml de anticuerpo primario
diluido.

d) Eliminar la solucién de anticuerpo primario y aclarar rapidamente la
membrana con la solucién de lavado 1y a continuacion lavar dos veces
durante 5 y 10 minutos respectivamente con agitacion rapida.

Para cada ciclo y para 1 membrana se necesitan 50 ml de
solucion de lavado 1.

e) Eliminar la solucién de lavado 1 e incubar la membrana durante 20
minutos en el anticuerpo secundario diluido (ver apartado 5.2.4) a
temperatura ambiente (+18°C a +30°C) con agitacién moderada.

Para 1 membrana se necesitan 20 ml de anticuerpo secundario diluido.

f) Eliminar la solucién de anticuerpo secundario y aclarar rapidamente
con la solucién de lavado 1 y a continuacién lavar durante 5, 10 y 10
minutos respectivamente con agitacion rapida.

Para cada ciclo y para 1 membrana se necesitan 50 ml de
solucion de lavado 1.

g) Colocar la membrana en 50 ml de la solucién de lavado 2 con agitacién
lenta. h) Dejar escurrir la membrana sosteniéndola encima del papel
absorbente y evitando el contacto directo y colocar la membrana en el
sobre de plastico.

i) Afadir el reactivo ECL (ver apartado 5.2.4). Eliminar el exceso de

reactivo y las burbujas de aire utilizando papel absorbente. Colocar en el
cassette de exposicion.
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) En una camara oscura, cubrir el sobre con una pelicula y exponer
durante 15 minutos. Este tiempo de exposicion de la pelicula se puede
variar para obtener una sefal dptima.

k) Sumergir la pelicula en la solucién de revelado durante 45 segundos
(ver apartado 5.2.4). Aclarar en agua destilada. Sumergir la pelicula en
el fijador hasta que la pelicula se vuelva totalmente transparente.

) Lavar con agua destilada y dejar secar la pelicula.

6 - PROCEDIMIENTO CON EL GEL CRITERION™ XT

6.1 - REACTIVOS Y MATERIAL NECESARIO

6.1.1 - REACTIVOS Y CONSUMIBLES

Pipetas graduadas (5, 10, 25 ml), tubos coénicos (50 ml), microtubos (2 ml)
de polipropileno con tapoén.

Pelicula protectora PARAFILM® M.

Purificacion de las muestras

Tamp6n Laemmli 30 ml Bio-Rad, Ref. 1610737
2-Mercaptoethanol 25 ml Bio-Rad, Ref. 1610710
SDS 100 g Bio-Rad, Ref. 1610301
Jeringas de calibracion 200 Bio-Rad, Ref. 3551174

Electroforesis

Criterion™ XT 12 % Bis-Tris 1 gel - 18 pocillos
XT-MOPS (tampon de electroforesis) (20 x) 500 ml
Marcador pretefiido Kaleidoscope™ 500 i
MagicMark™ XP Western Standard 250 ul
(marcador de peso molecular)

Bio-Rad, Ref. 3450118
Bio-Rad, Ref. 1610788
Bio-Rad, Ref. 1610375
Invitrogen, Ref. LC5602

Immunobloting

Ethanol (Normapur) 1L VWR, Ref. 20821-296
Tris/CAPS ((tampon de transferencia) (10x) 1L Bio-Rad, Ref. 1610778
Papel de filtro 50 hojas Bio-Rad, Ref. 1704085
(papel de transferencia para geles Criterion™ XT)

Membrana PVDF (0.2 pm) 10 hojas Bio-Rad, Ref. 1620175
Tween® 20 100 ml Bio-Rad, Ref. 1706531
PBS (tampon de lavado)(10x) 1L Bio-Rad, Ref. 1610780
ECL (sustrato para conjugado) 125 ml Amersham, Ref. RPN2109
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Hyperfilms ECL (18 x 24 cm) 25 peliculas

Sobres de revelado 30 sobres
Solucién de revelado Kodak LX24 csp20 L
Solucion de fijador Kodak AL4 csp20 L

6.1.2 - MATERIAL
Pipetas regulables (10, 40, 200, 1000 pl),

Amersham, Ref. RPN2103K

Applied Biosystems,
Ref. T2258

VWR o Kodak

VWR o Kodak

Probetas graduadas (1 L y 2 L), pinzas de plastico, cubetas, vortex.
Cassette de exposicién con luz roja para el revelado de las peliculas.

Purificacion de las muestras

TeSeE™ Precess 48™

TeSeE™ Precess 24™

Calefactor de blogue

Adaptador para calefactor de bloque - 20 tubos
Centrifuga - 220/240 V

Rotor tambor

Adaptadores para rotor - (x6)

ElectroForesis

Bio-Rad, Ref. 3590200
Bio-Rad, Ref. 3591070
Bio-Rad, Ref. 3589057
Bio-Rad, Ref. 3589072
Bio-Rad, Ref. 3591396
Bio-Rad, Ref. 3589189
Bio-Rad, Ref. 3589191

Cubeta Criterion™ XT
Generator PowerPac™ HC: 100/120 V - 220/240 V

Transferencia

Bio-Rad, Ref. 1656001
Bio-Rad, Ref. 1645052

Criterion™ XT blotter

Immunoblotting

Bio-Rad, Ref. 1704070

Western Processor base
Cubeta Western Processor para geles Criterion™ XT

Bio-Rad, Discontinuado
Bio-Rad, Discontinuado
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6.2 - PREPARACION DE LOS REACTIVOS
6.2.1 - PURIFICACION DE LAS MUESTRAS

* Proteinasa K
Solucion de proteinasa K diluida en reactivo A:

» 1 ml de reactivo A

» 20 de proteinasa K
Mezclar bien por inversion del tubo hasta obtener una solucién
homogénea. Tras la reconstitucion, la solucién diluida de proteinasa K es
estable 10 horas si se conserva a temperatura ambiente (+18°C a +30°C).

¢ Solucion de Laemmli
Solucion de SDS + 2-Mercaptoetanol + Laemmli sample buffer:
» 069 de SDS
» 1,5ml  de 2-Mercaptoetanol
Mezclar por inversion del tubo.
» 28,5 ml de Laemmli sample buffer
La solucién se reparte en alicuotas de 4 ml y se conserva a -20°C. Las
alicuotas descongeladas pueden volverse a congelar.
Nota: Se recomienda preparar la solucion de Laemmli una hora antes de
Su uso para que el SDS se disuelva completamente.

6.2.2 - ELECTROFORESIS

¢ Marcador Kaleidoscope™

El marcador Kaleidoscope™ se prepara durante la desnaturalizacion de la
muestra antes de la carga en el gel de acrilamida.

Preparar una dilucion 1/12 en solucion de Laemmli, por ejemplo 10 pl del
marcador Kaleidoscope™ + 110 pl de solucion de Laemmli.

Consultar en el prospecto del marcador Kaleidoscope™ las condiciones de
conservacion.

* Marcador MagicMark™ XP

El marcador de peso molecular MagicMark™ XP se prepara durante la
desnaturalizacion de la muestra, antes de depositarla sobre el gel de
acrilamida.

Preparar una dilucion 1/12 en solucion de Laemmli, por ejemplo, 10 pl de
MagicMark™ XP + 110 pl de solucion de Laemmli.

Consultar el manual de instruciones del MagicMark™ XP sobre las
condiciones de conservacion.
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e Tampon de migracion Criterion™ XT

Solucién de MOPS (1x).

Preparar una dilucién 1/20. Para 1 cubeta se necesita 1 L de tampén diluido:
» 950 ml  de agua destilada
» 50ml  detampdn MOPS (20x)

Homogeneizar. Esta solucién no se puede guardar.

6.2.3 - TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

e Tampon de transferencia
Solucién de Tris/CAPS-Etanol 15%. Para 1 cubeta de transferencia se
necesitan unos 2 L.
» 750 ml  de agua destilada
» 150 ml  de etanol puro
» 100 ml  de Tris/CAPS (10x)
Homogeneizar. Esta solucién no se puede guardar.

6.2.4 - INMUNOBLOTTING

* Solucion de lavado 1
Solucion de PBS (1x) + 0,1% Tween® 20. Para el tratamiento completo
de una membrana se necesitan unos 1 L.

» 900 ml  de agua destilada

» 100 ml  de PBS (10x)

» 1 ml de Tween® 20
Homogeneizar bien. La solucion se puede conservar una noche de +2°C
a +8°C.

* Solucién de lavado 2
Solucion de PBS (1x). Para el tratamiento completo de una
membrana se necesitan unos 200 ml.

» 900 ml  de agua destilada

» 100 ml  de PBS (10x)
La solucion se puede conservar una noche a temperatura ambiente
(+18°C a +30°C).

eSolucion de saturacién

Durante la etapa de transferencia, diluir la solucion de saturacion (BI)
1/10 en la soluciéon de lavado 1. Se necesitan 40 ml de solucion de
saturacioén diluida (1x) para 1 membrana.
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» 36 ml de solucion de lavado 1
» 4 ml de solucion de saturacion (10x)
Homogeneizar por inversién del tubo.

¢ Anticuerpo primario diluido
Justo antes de usar, diluir el anticuerpo primario a 1/10 en la solucién
de lavado 1. Para 1 membrana se necesitan 30 ml de anticuerpo
primario diluido.

» 27 ml  de la solucién de lavado 1

» 3 ml de anticuerpo primario (10x)
Homogeneizar por inversién del tubo.

¢ Anticuerpo secundario diluido (conjugado)
Justo antes de usar, diluir el anticuerpo secundario a 1/10 en la solucién
de lavado 1. Para 1 membrana se necesitan 40 ml de conjugado
diluido.

» 36 ml  de lasolucién de lavado 1

» 4 ml de anticuerpo secundario (10x)
Homogeneizar por inversién del tubo.

e ECL
El sustrato (ECL) se debe preparar justo antes de usar. Para 1
membrana se necesitan 2 ml de sustrato.
» 1 ml de reactivo 1
» 1 ml de reactivo 2
Homogeneizar la solucion.

¢ Solucion de revelado

» 800 ml  de agua destilada

» 200 ml  de producto de revelado
La solucion se puede conservar a temperatura ambiente (+18°C a +30°C),
en camara oscura, durante un maximo de 15 dias.

e Solucion de fijacion

» 800 ml  de agua destilada

» 200 ml  de producto fijador
La solucion se puede conservar a temperatura ambiente (+18°C a +30°C),
en camara oscura, durante un maximo de 15 dias.
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6.3 - PURIFICACION DE LAS MUESTRAS

El test TeSeE™ WESTERN BLOT se puede utilizar directamente a partir de
la misma muestra homogenizada (tubo de trituracion) para las pruebas
rapidas Bio-Rad (TeSeE"™ SAP, TeSeE™ sheep/goat).

Obtencion

Para tejidos periféricos (ganglios linfaticos) inserte una bolita media (Medium
Bead, ref.: 3551171) en el tubo de trituracion antes de afadir la muestra.

Coja una masa de 350 mg + 40 mg de tejido nervioso (preferiblemente
del area del obex) o 200 mg + 20 mg de tejido periférico. Depositar la
muestra en un tubo de trituracion, cerrar herméticamente vy realizar la
trituracion en el homogeneizador (Ribolyser®, TeSeE™ PRECESS 48™ o
TeSeE™ PRECESS 24").

Trituracion de la muestra
Colocar los tubos en el homogeneizador.
Efectuar un ciclo de agitacion con los siguientes parametros:

Ribolyser® TeSeE™ PRECESS 48™
v o TeSeE™ PRECESS 24™
Tejidos Tejidos Tejidos Tejidos
nerviosos perféricos nerviosos perféricos
Tiempo (seg.) 45 2 x 450 - -
Velocidada 6,5 6,5 - -
Program - - Programa 1 Programa 2

Si la trituracion es insuficiente, se pueden efectuar 1 o 2 ciclos de
agitacion mas®.
W@ Esperar durante 5 minutos entre 2 ciclos de trituracion.

Calibracion de la muestra

Retirar los tubos de trituracion del homogeneizador, resuspender el
homogeneizado por inversion antes de abrirlos y aspirar 500 pl con la
jeringa de calibracion, teniendo cuidado de introducir la aguja por debajo
del nivel de las bolas de ceramica para evitar coger fragmentos de tejido.
Transferir cada muestra de 500 pl a un microtubo Eppendorf de 2 ml.
Nota: En esta etapa, los tubos de trituracion tras la homogeneizacion
y los microtubos tras la calibracion de la muestra se pueden conservar
cerrados:
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e A temperatura ambiente (+18°C a +30°C) durante 15 horas.

e De +2°C a +8°C durante 72 horas.

e A -20°C durante 1 afo. Las muestras congeladas deben descongelarse
a temperatura ambiente (+18°C a +30°C).

Las muestras pueden someterse a un maximo de 3 ciclos de
congelacién/ descongelacién. Las muestras siempre deben
homogeneizarse por inversion antes de usar.

Tratamiento con la proteinasa K

Distribuir 500 pl de solucién de proteinasa K reconstituida (ver apartado
6.2.1) en cada microtubo.

Homogeneizar los tubos cerrados por inversion (10 veces) e incubar a
37°C £ 2°C en una estufa durante 10 minutos.

Precipitacion de la PrP con el reactivo B

Sacar los tubos del incubador. Abrirlos y distribuir 500 pl de reactivo
B en cada tubo. Homogeneizar por inversién hasta obtener un color
homogéneo.

Concentracion de la PrP por centrifugacion
Centrifugar los tubos durante 7 minutos a 15.000 g a 20°C.

Aclaracion de la muestra

Desechar el sobrenadante en un recipiente para residuos. A continuacion,
secar los tubos dandoles la vuelta sobre papel absorbente durante 5
minutos.

Distribuir 100 pl de solucién de Laemmli (ver apartado 6.2.1) en cada
microtubo. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente (+18°C a
+30°C).

Volver a solubilizar completamente el precipitado por aspiracion/
dispensacién con una pipeta.

Incubar durante 5 minutos a 100°C + 5°C en una estufa.

Sacar los tubos del incubador, homogeneizar con el vortex.

Centrifugar los tubos durante 15 minutos a 15000 g a 20°C.

Transferir el sobrenadante a un nuevo microtubo. Desechar el tubo que
contiene el precipitado.

En esta etapa, el sobrenadante se puede conservar congelado a -20°C
durante 24 horas; las muestras se deben descongelar a temperatura
ambiente (+18°C a +30°C) antes de usar.
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6.4 - ELECTROFORESIS

El test TeSeE™ WESTERN BLOT se puede utilizar tanto para la confirmacion
de muestras sospechosas de infeccion por EET como para el tipificado de
la cepa en las ovejas.

El siguiente procedimiento es aplicable para la confirmacion de muestras
sospechosas de infeccion por EET.

En el caso de la aplicacion del tipificado, péngase en contacto con su
representante de Bio-Rad para solicitar el protocolo de instrucciones.

Preparacion del gel

Retirar la tira de plastico de la parte inferior de la placa de plastico e
introducir los geles de acrilamida (ver apartado 6.2.2) en la cubeta de
migracion. Afadir el tampdén de migracion (ver apartado 6.2.2) en las
cubetas a cada lado de los geles hasta por encima de los pocillos y en
la cubeta de electroforesis. Retirar con cuidado los peines y aclarar cada
pocillo con tampdn de migracion utilizando una pipeta.

Depésito de las muestras

Calentar las muestras durante 4 minutos a 100 °C + 5°C justo antes de
depositar 15 pl/pocillo.

Depositar 15 pl del marcador KaleidoscopeTM diluido y 15 pl de
MagicMark™ XP diluido (ver apartado 6.2.2).

Nota: en el caso en el que se traten varios geles a la vez, depositar los
marcadores en diferentes pocillos para facilitar la identificacion.

Migracion diferencial de las muestras
Realizar la migracion a temperatura ambiente (+18°C a +30°C) durante 50
minutos a 200 V.

6.5 - TRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS

El tampon de transferencia debe prepararse antes de que finalice la
migracion de las muestras (ver apartado 6.2.3).

Preparacion de la transferencia de las proteinas
Cortar la membrana con las mismas dimensiones del gel. La membrana
siempre se debe manipular con pinzas.
Sumergir la membrana en etanol puro durante 15 segundos, aclarar en
agua destilada durante 5 minutos, y posteriormente en el tampoén de
transferencia durante 10 minutos.
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Separar con cuidado el gel de las placas plastico y dejar que se equilibre
durante 10 minutos en el tampdn de transferencia.

Preparacion del sandwich

Empapar los papeles de filtro y las almohadillas de fibras en el tampdén
de transferencia. Abrir el cassette de transferencia, con el lado rojo
a la izquierda. Colocar sobre el lado rojo, siguiendo este orden, una
almohadilla de fibras, un papel de filtro, la membrana* y el gel*.

Completar con un papel de filtro y una almohadilla de fibras y cerrar el
cassette. Sumergir el cassette en la cubeta de transferencia, previamente
llena con el

tampodn de transferencia hasta el limite indicado. Afadir hielo antes de
llenar la cubeta.

* Eliminar las posibles burbujas de aire que se hayan formado.

Nota: en el caso de que se traten varias membranas a la vez, identificar
cada membrana marcando en una esquina.

Transferencia sobre la membrana PVDF
Transferir durante 60 minutos a 115V, sobre agitacién (barra magnética).

6.6 - INMUNOBLOTTING

a) Al finalizar la transferencia de las proteinas, abrir el cassette y sacar

la membrana para revelarla. Sumergir rapidamente la membrana en
la solucion de lavado 2 (ver apartado 6.2.4) y posteriormente ponerla
en etanol durante 10 segundos antes de aclarar durante 5 minutos en
agua destilada.
Nota: En este paso, la membrana se puede conservar durante la
noche en agua destilada en +2°C a +8°C. Deje la membrana ajustar
a la temperatura ambiente (+18°C a +30°C) antes de comenzar
inmunoblotting.

b) Eliminar el agua destilada e incubar la membrana durante 30 minutos
en la solucién de saturacion (ver apartado 6.2.4). Incubar con agitacion
moderada.

Para 1 membrana se necesitan 40 ml de solucion de saturacién.
Nota: desde esta etapa hasta la etapa g), en las etapas de agitacion y
de lavado se puede utilizar el Western Processor Bio-Rad (ver el manual
para los parametros).

c) Eliminar la solucion de saturacion e incubar la membrana en el
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anticuerpo primario diluido (ver apartado 6.2.4) durante 30 minutos a
temperatura ambiente (+18°C a +30°C) con agitacién moderada.
Para 1 membrana se necesitan 30 ml de anticuerpo primario diluido.

d) Eliminar la solucién de anticuerpo primario y aclarar rapidamente la
membrana con la solucién de lavado 1y a continuacion lavar dos veces
durante 5 y 10 minutos respectivamente con agitacion rapida.

Para cada ciclo y para 1 membrana se necesitan 100 ml de
solucion de lavado 1.

e) Eliminar la solucién de lavado 1 e incubar la membrana durante 20
minutos en el anticuerpo secundario diluido (ver apartado 6.2.4) a
temperatura ambiente (+18°C a +30°C) con agitacién moderada.

Para 1 membrana se necesitan 40 ml de anticuerpo secundario
diluido.

f) Eliminar la solucién de anticuerpo secundario y aclarar rapidamente
con la solucién de lavado 1 y a continuacién lavar durante 5, 10 y 10
minutos respectivamente con agitacion rapida.

Para cada ciclo y para 1 membrana se necesitan 100 ml de
solucion de lavado 1.

g) Colocar la membrana en 100 ml de la solucién de lavado 2 con
agitacion lenta. h)Dejar escurrir la membrana sosteniéndola encima del
papel absorbente y evitando el contacto directo y colocar la membrana
en el sobre de pléastico.

i) Afadir el reactivo ECL (ver apartado 6.2.4). Eliminar el exceso de
reactivo y las burbujas de aire utilizando papel absorbente. Colocar en el
cassette de exposicion.

) En una camara oscura, cubrir el sobre con una pelicula y exponer
durante 15 minutos. Este tiempo de exposicion de la pelicula se puede
variar para obtener una sefal dptima.

k) Sumergir la pelicula en la solucién de revelado durante 45 segundos
(ver apartado 6.2.4). Aclarar en agua destilada. Sumergir la pelicula en
el fijador hasta que la pelicula se vuelva totalmente transparente.

) Lavar con agua destilada y dejar secar la pelicula.
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7 - INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La Figura 1 muestra los patrones de banda esperados para la muestra
negativa, muestras positivas para EET, en varias especies animales y
control de peso molecular (posiciones 3y 9).

Figure 1

-

€ 40 kDa
- - € 20 kDa

1 2 3 4 5 6 8 9 10

(R

Lasr muestras negativas (posiciones 1y 10) se trataron con proteinasa
K. Estas no mostraron ninguna sefal puesto que la PrP° habia sido
digerida totalmente.

Las muestras positivas también se trataron con proteinasa K.

La muestra bovina positiva para la EEB (posicion 2), la muestra
positiva para el scrapie clasica (posicion 6) y la muestra positiva
para el EDC (posicion 4) mostraron el patrén tipico de 3 bandas, lo
que demuestra la digestion de la PrPe y la transformacion de la proteina
pridnica especifica de la enfermedad en un fragmento central resistente
a la proteinasa con una menor masa molecular tras la eliminaciéon de la
parte N terminal de la proteina. Las dos bandas superiores corresponden
a las formas mono y diglicosiladas (27-30 kDa), mientras que la banda
inferior corresponde a la forma no glicosilada.
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La muestra de ovino infectado experimentalmente con EEB
(posicion 5) presenta una sefial superior en la banda diglicosilada que
en la banda monoglicosilada. No obstante, este perfil de glicosilacion
tipico no se puede considerar como prueba suficiente de la infeccion
del animal con EEB. Conforme a las recomendaciones del Laboratorio
de Referencia de la Comunidad Europea (CRL), en este tipo de muestra
debera realizarse un ensayo de diferenciacion para discernir entre scrapie
y EEB. Para mas informaciones sobre el test de diferenciacién puede
contactar Bio-Rad.

La muestra infectado por scrapie atipico (ex. Nor98) (posicion 8)
presenta un perfil de glicosilacion atipico. A aproximadamente 12 kDa se
observa una banda mas baja, mientras que las otras bandas superiores
no estan localizadas en las mismas posiciones equivalentes a las de los
casos “tipicos” de scrapie. La sefial también es mas fuerte en la banda
mas inferior que en la banda superior.

La lectura del gel debera interpretarse con cautela puesto que una
muestra fuertemente positiva detectada con el test TeSeE™ WESTERN BLOT
puede ocultar la muestra negativa mas préxima o una muestra positiva
baja.

Limites de la prueba:

Un resultado negativo implica que la muestra ensayada no contiene
una cantidad medible de PrP= con el método TeSeE™ WESTERN BLOT.
No obstante, como no puede detectarse la presencia de muy bajas
cantidades de PrPe, un resultado negativo no excluye la posibilidad de
una infeccion.

Cualquier muestra interpretada negativamente segun de los criterios
d’interpretacién de la prueba TeSeE™ WESTERN BLOT, y que se volvid
anteriormente positivo répétable por una prueba de deteccién rapida,
tendra que ser probado con uno de los otros métodos de confirmacion
certificada por I OIE como la Immuno-Histo Quimica (IHC) o el método
SAF-Immunaobilot.

Todas las muestras con un resultado positivo reproductible segin los
criterios de interpretacion de la prueba deben verificarse en conformidad
con las disposiciones legales en vigor.
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8 - PRECAUCIONES

La calidad de los resultados depende del cumplimiento de las siguientes

buenas practicas de laboratorio:

e Conservar los reactivos a la temperatura adecuada (ver las indicaciones
de los fabricantes).

e No utilizar reactivos después de la fecha de caducidad.

e | a solucién de proteinasa K reconstituida y conservada a temperatura
ambiente (+18°C a +30°C) debe utilizarse en un plazo de 10 horas.

e No mezclar ni combinar reactivos procedentes de diferentes lotes de
TeSeE™ WESTERN BLOT durante el proceso, con la excepcion de tubos de
trituracion, reactivo A, reactivo B y proteinasa K.

e Antes de la utilizacion, esperar 30 minutos para que los reactivos y los
tampones se estabilicen a temperatura ambiente (+18°C a +30°C).

¢ Reconstituir cuidadosamente los reactivos evitando toda contaminacion.

e No realizar la prueba en presencia de reactivos que produzcan vapores
(acidos, alcalinos, aldehidos) o polvos que puedan alterar la actividad
enzimatica del conjugado.

e | a reaccion enzimatica es muy sensible a todos los metales o iones
metalicos. Por tanto, ningun elemento metalico debe entrar en contacto
con el conjugado.

e Utilizar unicamente tubos de polipropileno.

e Utilizar preferentemente material de uso Unico. En su defecto, utilizar
una cristaleria perfectamente lavada y enjuagada con agua destilada.

e Utilizar una punta de pipeta desechable para cada muestra.

e Antes de empezar la electroforesis y la transferencia, comprobar que los
2 electrodos estan en contacto con el tampoén.

e Deben respetarse escrupulosamente todos los tiempos de aclarado para
evitar un ruido de fondo excesivo durante la tincion final con el reactivo ECL.

9 - RECOMENDACIONES DE HIGIENE Y SEGURIDAD

De manera general, las condiciones de higiene, las medidas de seguridad

biolégica y las buenas practicas de laboratorio deben cumplir las

recomendaciones de las autoridades reglamentarias nacionales.

e Todos los reactivos del kit estan destinados para uso exclusivo de
diagndstico “in vitro”.

e Utilizar guantes de un solo uso durante la manipulacion de los
reactivos y de las muestras y lavar cuidadosamente las manos tras la
manipulacion.
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e No pipetear con la boca.

e Utilizar recipientes de polipropileno para evitar vidrios rotos.

e Considerar el material directamente en contacto con las muestras y las
soluciones de lavado, como productos contaminados.

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

e |impiar las superficies manchadas con una solucién de 20.000 p.p.m.
de hipoclorito de sodio (lejia). Si el liguido contaminante es un é&cido,
neutralizar previamente las superficies manchadas con hidréxido de
sodio (sosa), y después limpiar con lejia. Las superficies deben aclarase
con agua destilada, secarse con etanol y papel absorbente. El material
utilizado para la limpieza debera ser desechado en un contenedor
especial para residuos contaminados.

e Eliminar las muestras asi como el material y los productos contaminados
después de su descontaminacion:

- ya sea sumergiéndolos en una solucién de hidréxido de sodio 1 M
(concentracion final) durante al menos 1 hora a temperatura ambiente
(+18°C a +30°C),

-ya sea sumergiéndolos en una solucion de 20.000 p.p.m. de
hipoclorito de sodio durante al menos 1 hora a temperatura ambiente
(+18°C a +30°C),

- 0 bien por calentamiento en autoclave a 134°C minimo durante al
menos 18 minutos, con una presion de 3 bares.

Atencioén: no introducir en el autoclave soluciones que

contengan lejia o ei reactivo B.

e Todas las operaciones referentes a la realizaciéon de los tests de
despistaje de una encefalopatia espongiforme transmisible (EST) son
objeto de una reglamentacion y deben efectuarse en un laboratorio
aislado, reservado exclusivamente a este fin y, por tanto, con un acceso
limitado y controlado.

El operador debe utilizar una bata cerrada, protector de calzado,
guantes y una mascara con visera 0 una mascarilla simple con gafas de
seguridad.

Los operadores deben recibir una formacion especifica sobre los
riesgos que conllevan los agentes de las EETs o priones y sobre los
modos de descontaminacion validados para los agentes infecciosos “no
convencionales”.

Las medidas de seguridad biolégica deben estar en conformidad con
las recomendaciones de las autoridades reglamentarias nacionales.
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e Antes de su eliminacion, neutralizar y/o autoclavar todas las soluciones
de lavado, el agua de lavado y cualquier liquido que contenga muestras
bioldgicas.

e 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 informacion 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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® TO31 NPOAYKT CbAbPXKA YOBELIKN UAN XUBOTUHCKN KOMMOHEHTW.
BbaeTe BHMMaTenHu npu paboTa ¢ Hero.

e AFERATBEABYWES | BIOLE,

cAERBENBYRS |, BOIORE,

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

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

e 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 ihmisesté tai eldimista peraisin olevia osia. Késittele
varovasti.

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

* AuTO TO TIPOIOV MepLEXeL avBparuva 1) {wikd oTolxeia. XelploTeite TO e
TPoCoxN.

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

o A készitmény emberi vagy allati eredet(i 6sszetevéket tartalmaz. Ovatosan
kezelendd.

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

cARBICRENFLERBYHROBERINEENET. URVICTER
TEL,

o 2 MES MY EE= SEReHS H=20| ZEE|o{ J&LICH FZol
F oI5t A7 HHRLICH

« Siame produkte yra zmogiékosios arba gyviininés kilmés sudeétiniy 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 skfadniki 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 animald. Manevrati-I
cu grija.

¢ Denna produkt innehéller bestandsdelar fran ménniska eller djur. Hantera
produkten varsamt.

¢ |zdelek vsebuje Cloveske ali Zivalske sestavine. Rokuijte previdno.

* Tento vyrobok obsahuje ludské alebo zvieracie zlozky. Narabajte s nim
opatrne.
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H226 - H318 - H315 - H334 - H412
P210 - P261 - P280
P305+P351+P338

P302+P352 - P273 - P501
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3ananuMu TeyHocT W napu. [lpeausBukea
Cepuo3HO yBpex/aaHe Ha ouuTe. lpeamnssukea
Apa3HeHe Ha KoxaTa. Moxe paa nMpuyuHu
anepruyHn UM acTMaTUYHWU CUMNTOMU WK
3aTpyAHeHWa B [AWWAHETO Npu BAWWBaHE
BpesaeH 3a BOAHUTE OpraHU3Mu, C AbArOTpaeH
edexT.

Jla ce nmasu oT TonnuHa. TWTIOHONYyWeHEeTO
3abpaHeHo. U3bareailTe BAMlWBaHe Ha npax/
nywek/ras3/AuM/u3inapeHus/aeposonu
M3non3gaiiTe NpeanasHu pbkaBuLM/npeAnasHo
obnekno/npeanasHu ouymna/npeanasHa Macka
3a nvue. NPU KOHTAKT C OYUTE: Mpomusaite
BHUMATE/THO C BOJA B NPOAB/IKEHME HA HAKOKO
MUHYTU. CBaneTe KOHTaKTHUTE newun, ako
MMa TakuBa U [0KO/JKOTO TOBA € Bb3MOXHO.
MpoabnxasainTe aa npomusare. NMPU KOHTAKT
C KOXATA: U3muiiTe 06MNHO CbC canyH U BoAA.
Jla ce n3bsrea usnyckaHe B OKO/HaTa cpepa.
M3xBbpnete CbAbPXKAHWETO/KOHTellHepa B
CbOTBETCTBME C MeCTHWUTe/peruoHanHute/
HalMOHaNHNTe /MeX/AYHaPOAHUTE pa3nopeabu.
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Nebezpeéi

Hoflava kapalina a pary. Zplisobuje vazné poskozeni
oci. Drazdi kGzi. PF¥i vdechovani mdze vyvolat
priznaky alergie nebo astmatu nebo dychaci potize.
Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi
ucinky.

Chrarite pred teplem/jiskrami/otevienym plamenem/
horkymi povrchy. Zakaz koufeni. Zamezte
vdechovani prachu/dymu/plynu/mihy/par/aerosold.
Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/
ochranné bryle/obliejovy &tit. PRI ZASAZENI OCi:
Neékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize
vyjmout snadno. Pokradujte ve vyplachovani. PRI
STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody a
mydla. Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prosttedi.
Obsah/nadobu likvidujte v souladu s mistnimi/
regionalnimi/narodnimi/mezinarodnimi pfedpisy.

(DE)

Gefahr

Fliissigkeit und Dampf entziindbar. Verursacht
schwere Augenschéden. Verursacht Hautreizungen.
Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome
oder Atembeschwerden verursachen. Schéadlich fiir
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 spiilen. Vorhandene Kontaktlinsen nach
Mdglichkeit entfernen. Weiter spilen. BEI KONTAKT
MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife waschen.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Entsorgung
des Inhalts / des Behalters gemaB den ortlichen /
regionalen / nationalen/ internationalen Vorschriften.

(DK)

Fare

Brandfarlig vaeske og damp. Forérsager alvorlig
ojenskade. Forérsager hudirritation. Kan
fordrsage allergi- eller astmasymptomer eller
andedraetsbesveer ved indanding. Skadelig for
vandlevende organismer, med langvarige virkninger.
Holdes veaek fra varme/gnister/aben ild/
varme overflader. Rygning forbudt. Undgé
indanding af pulver/rog/gas/tdge/damp/spray.
Beaer beskyttelseshandsker/beskyttelsestoj/
ojenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse VED KONTAKT
MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere
minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette
kan gores let. Fortsast skylning. VED KONTAKT
MED HUDEN: Vask med rigeligt saebe og vand.
Undga udledning til miljeet. Bortskaffelse af
indholdet/beholderen i henhold til de lokale/
regionale/nationale/internationale forskrifter.
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(EE)

Ettevaatust

Tuleohtlik vedelik ja aur. Pohjustab raskeid
silmakahjustusi. Pohjustab nahaarritust.
Sissehingamisel voib pdhjustada allergia- voi
astma stimptomeid v6i hingamisraskusi. Ohtlik
veeorganismidele, pikaajaline toime.

Hoida eemal soojusallikast/sdédemetest/
leekidest/kuumadest pindadest. Mitte suitsetada.
Véltida tolmu/suitsu/gaasi/udu/auru/pihustatud
aine sissehingamist. Kanda kaitsekindaid/
kaitserdivastust/kaitseprille/kaitsemaski. SILMA
SATTUMISE KORRAL: loputada mitme minuti jooksul
ettevaatlikult veega. Eemaldada kontaktlddtsed, kui
neid kasutatakse ja kui neid on kerge eemaldada.
Loputada veel kord. NAHALE SATTUMISE KORRAL:
pesta rohke vee ja seebiga. Valtida sattumist
keskkonda. Sisu/konteineri kaitlus vastavuses
kohalike/regionaalsete/rahvuslike/rahvusvaheliste
nouetega.

(EN)

Danger

Flammable liquid and vapour. Causes serious eye
damage. Causes skin irritation. May cause allergy or
asthma symptoms or breathing difficulties if inhaled.
Harmful to aquatic life with long lasting effects.
Keep away from heat/sparks/open flames/hot
surfaces. No smoking. Avoid breathing dust/fume/
gas/mist/vapours/spray. Wear protective gloves/
protective clothing/eye protection/face protection.
IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several
minutes. Remove contact lenses, if present and
easy to do. Continue rinsing. IF ON SKIN: Wash
with plenty of soap and water. Avoid release to
the environment. Dispose of contents/container in
accordance with local/regional/national/international
regulations.

(ES)

Peligro

Liquidos y vapores inflamables. Provoca lesiones
oculares graves. Provoca irritacion cutanea. Puede
provocar sintomas de alergia o asma o dificultades
respiratorias en caso de inhalacién. Nocivo para
los organismos acuaticos, con efectos nocivos
duraderos.

Mantener alejado de fuentes de calor/chispas/
llama abierta/superficies calientes. No fumar.
Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/
los vapores/el aerosol. Llevar guantes que aislen
del frio/gafas/méscara. EN CASO DE CONTACTO
CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con
agua durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar
con agua y jaboén abundantes. Evitar su liberacion
al medio ambiente. Eliminar el contenido o el
recipiente conforme a la reglamentacion local/
regional/nacional/internacional.

(FI)

Vaara

Syttyva neste ja hoyry. Vaurioittaa vakavasti silmia.
Arsyttaa ihoa. Voi aiheuttaa hengitettyna allergia-
tai astmaoireita tai hengitysvaikeuksia. Haitallista
vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia. Suojaa
lammolta/kipingiltd/avotulelta/kuumilta pinnoilta.
Tupakointi kielletty. Valtd polyn/savun/kaasun/
sumun/hdyryn/suihkeen hengittamistd. Kayta
suojakésineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/
kasvonsuojainta. JOS KEMIKAALIA JOUTUU
SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, _edical voi tehda
helposti. Jatka huuhtomista. JOS KEMIKAALIA
JOUTUU IHOLLE: Pese runsaalla vedelld ja
saippualla. Véltettdvd paastamistd ymparistoon.
Sailyta sailio(t) noudattaen paikallisia/alueellisia/
kansallisia’kansainvalisid maarayksia.

(FR)

Danger

Liquide et vapeurs inflammables. Provoque des
lésions oculaires graves. Provoque une irritation
cutanée. Peut provoquer des symptémes
allergiques ou d’asthme ou des difficultés
respiratoires par inhalation. 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 poussiéres/
fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols. Porter des
gants de protection/des vétements de protection/
un équipement de protection des yeux/du visage.
EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer
avec précaution a I'’eau pendant plusieurs minutes.
Enlever les lentilles de contact si la victime en
porte et si elles peuvent étre facilement enlevées.
Continuer a rincer. EN CAS DE CONTACT AVEC
LA PEAU: laver abondamment & 'eau et au savon.
Eviter le rejet dans I'environnement. Eliminer le
contenu/récipient conformément a la réglementation
locale/régionale/nationale/internationale.

(GR)

Kivduvog

Yypo Kai arpoi eupAekTa. MpokaAei coapri opBaAuIKr
BAGBN. MpokaAei epeBioud Tou dépparog. Mrropei
va TIpoKaAéoel aAAepyia i CUPTITWHATA AoBUaTOG 1
duoTrvola o€ TEPITITwon l0TTvong. EmRABES yia Toug
UBPORIoUG OPYaVIOHOUG, HE HOKPOXPOVIEG ETTITITLIOEIG.
Makpid ammé BepuoTNTa/oTIVOAPEG/YUNVES QAGYEG!
Bepuég em@aveleg. Mnv KatrvideTe. ATTOQEUYETE va
avatmvéete  okovn/avabupiaoeig/aépia/oTayovidial
arpoUg/ekvepwpata. Na opdTe TTpOCTATEUTIKG yavTIa)
TTPOCTATEUTIKA EVOUHATA/HETT ATOMIKAG TTPOOTACIHNG
yia Tapdmia/mpéowtro. ZE MNEPINTQIH EMNA®HE ME
TA MATIA: Z€TTAOVETE TIPOOEKTIKA E VEPO VIO APKETE
Aetrtd. Edv umdipxouv @okoi ETTaQrg, a@aipéoTe
TOoug, £POOoOV Eival EUKOAO. ZUVEXIOTE va GETTAEVETE.
ZE MEPINTQZH EMNA®HE ME TO AEPMA: MAUveTe
e GeBovo vepd kai carmolvi. Na amogelyeral
n eAeuBépwon oto TEPIBAAAOV. AToppiYTE TA
TreplEXOpEVA/SoxEI0 OUNPWVA PE TOUG TOTTIKOUG/
£0VIKOUG/DIEBVEIG kKavovIoHoUG.
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(HR)

Opasnost

Zapaljiva tekucina i para. Uzrokuje teSke ozljede
oka. Nadrazuje kozu. Ako se udiSe moze izazvati
simptome alergije ili astme ili poteskoce s disanjem
Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima.
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
o¢i/zastitu za lice. U SLUCAJU DODIRA S OCIMA:
oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti
kontaktne lece ukoliko ih nosite i ako se one lako
uklanjaju. Nastaviti ispiranje. U SLUCAJU DODIRA
S KOZOM: oprati velikom koli¢inom sapuna i vode.
Izbjegavati ispustanje u okoli$. OdlozZite sadrzaje
/spremnike u skladu s lokalnim/regionalnim/
nacionalni/medunarodnim odredbama.

(HU)

Veszély

Tlzveszélyes folyadék és gbz. Sulyos
szemkarosodast okoz. Bérirritadlé hatasu.
Belélegezve allergias és asztmas tlineteket, és
nehéz légzést okozhat. Artalmas a vizi él6vilagra,
hosszan tarté karosodast okoz.
Hé6tél/szikratol/nyilt  langtol/forré  fellletektdl
tavol tartandé. Tilos a dohanyzas. Kerilie a
por/fust/gaz/kéd/g6zok/permet  belélegzését.
Védokesztyli/védoéruha/szemvéddé/arcvédod
hasznalata kételezd. SZEMBE KERULES esetén:
Tobb percig tarté ovatos oOblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha kénnyen
megoldhaté. Az oblités folytatasa. HA BORRE
KERUL: Lemosas b6 szappanos vizzel. Keriilni kell
az anyagnak a kornyezetbe valo kijutasat. Az edény
tartalmat / a tartalyt a helyi/regionalis/nemzeti/
nemzetkdzi szabdlyozasoknak megfeleléen kell
hulladékként elhelyezni.

(m

Pericolo

Liquido e vapori infiammabili. Provoca gravi lesioni
oculari. Provoca irritazione cutanea. Pud provocare
sintomi allergici o asmatici o difficolta respiratorie
se inalato. Nocivo per gli organismi acquatici con
effetti di lunga durata. Tenere lontano da fonti di
calore/scintille/fiamme libere/superfici riscaldate.
Non fumare. Evitare di respirare la polvere/i fumi/i
gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol. Indossare guanti/
indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il viso. IN
CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare
accuratamente per parecchi minuti. Togliere
le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo.
Continuare a sciacquare. IN CASO DI CONTATTO
CON LA PELLE: lavare abbondantemente con
acqua e sapone. Non disperdere nell’ambiente.
Smaltire il prodotto/recipiente in conformita
con le disposizioni locali / regionali / nazionali /
internazionali.

(JP)
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(LT

Pavojinga

Degls skystis ir garai. Smarkiai paZeidzia akis.
Dirgina oda. |kvépus gali sukelti alergine reakcija,
astmos simptomus arba apsunkinti kvépavima.
Kenksminga vandens organizmams, sukelia
ilgalaikius pakitimus.

Laikyti atokiau nuo Silumos Saltiniu/ZieZirby/atviros
liepsnos/karsty pavirsiy. Nertkyti. Stengtis nejkvepti
dulkiy/damuy/dujy/riko/gary/aerozolio. Muaveéti
apsaugines pirstines/déveéti apsauginius drabuzius/
naudoti akiy (veido) apsaugos priemones. PATEKUS
] AKIS: Kelias minutes atsargiai plauti vandeniu.
I8imti kontaktinius leSius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai
galima tai padaryti. Toliau plauti akis. PATEKUS
ANT ODOS: Nuplauti dideliu kiekiu muilo ir vandens.
Saugoti, kad nepatekty j aplinka. Turinj/talpa
i8pilti (iSmesti) - Salinti pagal vietines / regionines /
nacionalines / tarptautines taisykles.

(NL)

Gevaar

Ontvlambare vloeistof en damp. Veroorzaakt
ernstig oogletsel. Veroorzaakt huidirritatie. Kan
bij inademing allergie- of astmasymptomen of
adembhalingsmoeilijkheden veroorzaken. Schadelijk
voor in het water levende organismen, met
langdurige gevolgen.

Verwijderd houden van warmte/vonken/open vuur/
hete opperviakken. Niet roken. Inademing van
stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden.
Beschermende handschoenen/beschermende
kleding/oogbescherming/gelaatsbescherming
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dragen. BIJ CONTACT MET DE OGEN: voorzichtig
afspoelen met water gedurende een aantal minuten;
contactlenzen verwijderen, indien mogelijk; blijven
spoelen. BIJ CONTACT MET DE HUID: met veel
water en zeep wassen. Voorkom lozing in het milieu.
De inhoud en de verpakking verwerken volgens
de plaatselijke/regionale/nationale/internationale
voorschriften.

(NO)

Fare

Brennbar veeske og damp. Forérsaker alvorlige
oyeskader. Irriterer huden. Kan forarsake allergi,
astmalignende symptomer eller pusteproblemer ved
innanding. Skadelig for vannlevende organismer,
langtidsvirkning. Holdes adskilt fra varme. Ikke royk.
Unngéd innanding av stev/royk/gass/sproytetake/
damp/aerosol. Bruk vernehansker/verneklzer/
vernebriller/ansiktsskjerm. VED KONTAKT MED
@YNENE: Skyll forsiktig med vann i opptil flere
minutter. Fjern evt. kontaktlinser safremt dette er lett
mulig. Fortsett skyllingen. VED HUDKONTAKT: Vask
med store mengder vann og sépe. Unngé utslipp
til miljoet. Innholdet / emballasjen skal avhendes
i henhold til de lokale / regionale / nasjonale /
internasjonale forskrifter.

(PL)

Niebezpieczenstwo

katwopalna ciecz i pary. Powoduje powazne
uszkodzenie oczu. Dziata draznigco na skore.
Moze powodowaé objawy alergii lub astmy lub
trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac
ditugotrwate skutki. Przechowywa¢ z dala od
zrédet ciepta/iskrzenia/otwartego ognia/goracych
powierzchni. Palenie wzbronione. Unika¢ wdychania
pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.
Stosowa¢ rekawice ochronne/odziez ochronna/
ochrone oczu/ochrone twarzy. W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda
przez kilka minut. Wyjaé soczewki kontaktowe,
jezeli sg i mozna je tatwo usunag¢. Nadal ptukac.
W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Umyé
duza iloscig wody z mydtem. Unika¢ uwolnienia
do $rodowiska. Zawarto$¢ / pojemnik usuwaé
zgodnie z przepisami miejscowymi / regionalnymi /
narodowymi / migdzynarodowymi.

(PT)

Perigo

Liquido e vapor inflamaveis. Provoca lesdes oculares
graves. Provoca irritagdo cutanea. Quando inalado,
pode provocar sintomas de alergia ou de asma ou
dificuldades respiratérias. Nocivo para os organismos
aquaticos com efeitos duradouros. Manter afastado
do calor/da faisca/da chama aberta/das superficies
quentes. Nao fumar. Evitar respirar as poeiras/fumos/
gases/névoas/vapores/aerossois. Usar luvas de
protecgao/vestuario de protecgdo/protecgao ocular/
protecg@o facial. SE ENTRAR EM CONTACTO COM
OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se usar lentes de contacto,
retire-as, se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com
sabonete e dgua abundantes. Evitar a libertagdo para
o ambiente. Eliminar o contetido/recipiente de acordo
com a legislagao local/regional/nacional/internacional.

(RO)

Pericol

Lichid si vapori inflamabili. Provoacd leziuni
oculare grave. Provoaca iritarea pielii. Poate
provoca simptome de alergie sau astm sau
dificultati de respiratie in caz de inhalare. Nociv
pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
A se pastra departe de surse de céldura/scantei/
flacari deschise/suprafete incinse. Fumatul
interzis. Evitati s& inspirai 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 apd
timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de
contact, dacé este cazul si daca acest lucru se
poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti. IN
CAZ DE CONTACT CU PIELEA: spélati cu multd
apéd si sapun. Evitati dispersarea in mediu. Aruncati
continutul/containerul in acord cu regulamentele
locale/regionale/nationale/internationale.

(SE)

Fara

Brandfarlig vétska och &nga. Orsakar allvarliga
Ogonskador. Irriterar huden. Kan orsaka allergi-
eller astmasymtom eller andningssvérigheter
vid inandning. Skadliga langtidseffekter for
vattenlevande organismer. Far inte utsattas for
varme/gnistor/6ppen laga/heta ytor. Rokning
forbjuden. Undvik att inandas damm/rék/gaser/
dimma/angor/sprej. Anvand skyddshandskar/
skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. VID
KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt
med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gér latt. Fortsatt att skélja. VID
HUDKONTAKT: Tvatta med mycket tvél och vatten.
Undvik utslapp till miljon. Innehéllet / beh&llaren
avfallshanteras enligt lokala / regionala / nationella
/ internationella féreskrifter.

(S

Nevarno

Vnetljiva tekocina in hlapi. Povzro¢a hude poskodbe
oci. Povzro¢a drazenje koze. Lahko povzrogi
simptome alergije ali astme ali tezave z dihanjem
pri vdihavanj Skodljivo za vodne organizme, z
dolgotrajnimi ucinki.

Hraniti lo¢eno od vroéine/isker/odprtega ognja/
vrocih povrsin. Kajenje prepovedano. Ne vdihavati
prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila. Nositi
za&¢itne rokavice/zas¢itno obleko/zas¢ito za oci/
zadtito za obraz. PRI STIKU Z OCMI: previdno
izpirajte z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
lece, ¢e jih imate in ¢e to lahko storite brez tezav.
Nadaljujte z izpiranjem. PRI STIKU S KOZO: umiti
z veliko mila in vode. Prepreciti spro$¢anje v okolje.
Vsebino/vsebnik odstranite v skladu z lokalnimi/
regionalnimi/narodnimi/mednarodnimi predpisi.
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(SK)

Nebezpeéenstvo

Horlava kvapalina a pary. Sposobuje vazne
poskodenie o¢i. Drézdi kozu. Pri vdychnuti moéze
vyvolat alergiu alebo priznaky astmy, alebo dychacie
tazkosti. Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi
ucinkami. Uchovavajte mimo dosahu tepla/iskier/
otvoreného ohfa/horicich povrchov. Nefajcite.
Zabrarite vdychovaniu prachu/dymu/plynu/hmly/par/
aerosolov. Noste ochranné rukavice/ochranny odev/
ochranné okuliare/ochranu tvare. PO ZASIAHNUTI

OCI: Niekolko minut ich opatrne vyplachujte vodou.
Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné,
odstrarte ich. Pokracujte vo vyplachovani. PRI
KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym mnozstvom
vody a mydla. Zabraiite uvolneniu do Zivotného
prostredia. Zne$kodnenie obsahu/obalu v sllade s
miestnymi/oblastnymi/narodnymi/medzinarodnymi
nariadeniami.

Purchase of Criterion XT Bis-Tris gels and XT MOPS running buffer is accompanied
by a limited license under U.S. Patent Numbers 6,143,154; 6,096,182; 6,059,948;
5,678,180; 5,922,185; 6,162,338; and 6,783,651, and corresponding foreign
patents.

ECL is a trademark of GE Healthcare. Eppendorf is a trademark of Eppendorf AG.
Kodak is a trademark of Eastman Kodak Company.
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