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PrioWESTERN BSE Kit

Ensayo para la deteccion /n vitrode la PrPsc relacionada con las EETs
Numero de Catalogo PR12000 N.° de Pub. MANO013788 Rev. A.0

Dentro de la Union Europea, este ensayo esta aprobado como test rapido para el programa de deteccion de la EEB en vacuno, el cual ha sido establecido de acuerdo al
Reglamento (CE) No 999/2001.

é iADVERTENCIA! Lea las hojas de datos de seguridad (SDS) y siga las instrucciones de manipulacién. Lleve el equipo de proteccién individual
(EPI) adecuado (gafas, ropa, guantes). Las hojas de datos de seguridad (SDS) se encuentran disponibles en thermofisher.com/support.

ﬁ iADVERTENCIA! POSIBLE RIESGO BIOLOGICO. Lea la informacién sobre seguridad frente a los riesgos biolégicos en la pagina de este producto
en thermofisher.com. Lleve el equipo de proteccién individual (EPI) adecuado (gafas, ropa, y guantes)

Los productores de tests rdpidos de TSE deben tener establecido un sistema de control de calidad aprobado por el Laboratorio de Referencia de la Unién Europea
(EURL), el cual asegure que el protocolo de trabajo del test no es modificado. Los métodos de toma de muestras asi como las posibles modificaciones del test
rapido o del protocolo del mismo (incluida la toma de muestras) deben llevarse a cabo solamente tras notificacién preliminar al EURL y sélo se concedera a
condicién de que el EURL concluya que dicha modificacién no reduce la sensibilidad, la especificidad o la fiabilidad del ensayo rapido. Una vez obtenida la
aprobacion del EURL, los detalles de la modificacién deberan ser comunicados a la Comisién y a los Laboratorios Nacionales de Referencia de la Unién Europea.

Introduccion
Hay distintos tejidos de un animal infectado con priones que contienen una forma modificada, patoldgica, de la proteina priénica, PrP.
La forma alterada de la proteina pridnica, asociada a la enfermedad, se denomina PrP* (isoforma especifica del scrapie de la PrP), o bien PrP*®. La isoforma
normal de la PrP se denomina PrP¢ (forma celular de la PrP).
La PrP* y la PrPEE® se diferencian de la PrP normal en su resistencia a las proteasas. Con el tratamiento con Proteinasa K se degrada la forma normal de la
PrP, mientras que la PrP% o bien la PrP®®® ven reducido su tamafio original de 32-35 kD a 27-30 kD. El fragmento aun existente resistente a la proteasa
PrP5 /PrPF8 se llama PrP 27-30.
El Applied Biosystems™ PrioWESTERN BSE Kit alcanza su alta precision y fiabilidad, debido a que considera tres criterios analiticos independientes:
resistencia a la proteasa, patrén de glicosilacion y el menor peso molecular del fragmento resistente a la proteasa PrP% (27-30 kD) en comparacién con la
PrP no digerida.
Debido a las caracteristicas especificas de las soluciones tampén y a la alta afinidad del anticuerpo, el test puede llevarse a cabo directamente con
homogeneizados de tejidos y combina la fiabilidad del método Western-Blot con una corta duracién del test, necesaria en caso de un muestreo en masa.
El PrioWESTERN BSE Kit fue el primer test rdpido para EEB aprobado en 1998 por las autoridades suizas. En 1999 fue oficialmente reconocido por la UE
como el tinico test con el 100% de sensibilidad y el 100% de especificidad sin necesidad de otro ensayo confirmatorio.
En el estudio de sensibilidad analitica realizado en 2009 por el Laboratorio Central de Referencia (CRL), se concluyé que PrioWESTERN BSE Kit funciona
en un rango de inferioridad maximo de 2 logio cuando se compara con el test mas sensible.
El ensayo ha sido validado y certificado como APTO por la OIE, tras el andlisis de expertos, para los siguientes fines:
APTO para diagndstico post-mortem de la encefalopatia espongiforme bovina en ganado vacuno para:

1. Confirmacién de animales sospechosos o casos clinicos (incluye confirmacién de positivos en screening);

2. Estimacion de la prevalencia de infeccién para andlisis de riesgo (sondeos/sistemas de salud en rebafios/control de enfermedad, ej. vigilancia,

ejecucion de medidas de control de la enfermedad) y para asistencia en la demostracion de la eficiencia de politicas de control;
3. Confirmacién de resultados no negativos obtenidos con diferentes tipos de ensayos en programas de vigilancia activos.

Principio del ensayo

Tras la toma y registro de las muestras, éstas se analizan con el ensayo inmunocromatografico PrioWESTERN BSE Kit. El PrioWESTERN BSE Kit sigue un
protocolo de 5 pasos, consistentes en la homogeneizacion, la digestién con la proteasa, la electroforesis en gel, transferencia y la deteccién inmunolégica. Una
sola persona puede procesar 100 muestras en duplicado en 6-8 horas.

Se toma una muestra de la médula oblongada de la regién del 6bex en el tronco cerebral, se registra y se homogeneiza. El tratamiento con proteinasa K
destruye por completo la PrP¢ mientras que la PrP*¢ se ve reducida al fragmento 27-30 kD. Se interrumpe la reaccién proteolitica y la PrP* se detecta
mediante el ensayo PrioWESTERN BSE Kit.

Los homogenizados digeridos se corren en un gel de electroforesis y se transfieren a una membrana. Posteriormente, se incuba dicha membrana con un
anticuerpo monoclonal - de elevada afinidad por la PrP - para la deteccion de la PrP* resistente a la proteasa. La sefial se visualiza mediante un anticuerpo
secundario conjugado con fosfatasa alcalina (FA).

- Toma pe MuesTRas + vomosenezacin - Componentes del kit /Continda en la pagina siguiente/
", Troneo encefitico /1 Kit para 100 muestras (Determinaciones por duplicado). Conserve el kit a 5+3°C hasta su fecha de vencimiento. La
recipientsde  caducidad de todos los componentes no abiertos es de 1 afio a partir de la fecha de fabricacién. La fecha concreta
s homogenelzacion  de caducidad se indica en la etiqueta de cada kit. La estabilidad de los componentes diluidos, abiertos o
reconstituidos se indica mds abajo.
Componente Descripcion
CONTROL EET SANO
1: Tampdn de homogeneizacion (5x) | Concentrado 5x, diluir antes del uso. Un frasco, con 200 mL de tampdn de homogeneizacion
> o @ @ @ concentrado 5x. Preparar la solucién de trabajo de homogeneizacién 1x mezclando una
ningusa: digsation Proteinasa K parte del tampén de homogeneizacién (5x) con 4 partes de agua purificada. Caducidad de la
@ e solucion de trabajo de homogeneizacion: 1 semana a 5+3°C.
2: Tampén de digestion (1x) Listo para usar. Un frasco con 4 mL de tampén de digestion.
3 T v (Color del tapén: amarillo)
~ 3: Proteinasa K Listo para usar. Un frasco con 4 mL de proteinasa K para la digestién de la PrP® normal
@ (Color del tapén: blanco) durante la digestion con proteasa.
@ 4: Solucidon de parada de la Listo para usar. Un frasco con 4 mL de inhibidor de la proteinasa K para interrumpir la
- digestion (1x) (Color del tapén: rojo) | actividad proteolitica de la proteinasa K. Caducidad: 12 meses a 5+3°C.
E _ . o 5: Muestra de control Listo para usar. Un frasquito contiene 200 uL de una mezcla de Control funcional (PrP¢
@ M normal sin digerir) y marcadores de peso molecular (97/66/45/30/20/14 kD) en tampén de
& > ° muestra PAGE. Mezclar antes de usar, por ejemplo dando ligeros golpes al tubo.
6: Tampdn para muestras PAGE (1x) | Listo para usar. Un frasco con 25 mL de tampén para muestras para la electroforesis en
i gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). (Contiene 2-mercaptoetanol. Los frascos abiertos
liberan un mal olor. Sin embargo, si 100 frasquitos son abiertos simultdneamente en una
sala aireada normalmente, la concentracion en el aire no alcanza el limite de 0.65 mg/m?
de exposicion ambiental en el lugar de trabajo definido por la Asociacién Americana de
Higiene Industrial).
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Componente Descripcion

Concentrado 5x, diluir antes de usar. Un frasco con
100 mL de tampdn de bloqueo concentrado 5x para
bloquear sitios de union inespecificos. Diluir con agua
purificada hasta un volumen final de 500 mL.

7: Tampon de bloqueo
PVDF concentrado (5x)

8: 1. Anticuerpo 6H4 Un frasco con 30 pL de anticuerpo monoclonal 6H4 anti-
PrP (IgG1 anti-PrP de ratén). Dilucién de trabajo: 1:5000.
(Si no se halla todo el liquido en la base del envase,

puede centrifugarse).

9: 2. Anticuerpo FA Un frasco con 30 pL de anticuerpo cabra-anti IgG raton-FA
(un anticuerpo contra IgG de raton, conjugado con fosfatasa
alcalina). Dilucién de trabajo: 1:5000. (Sino se halla todo el

liquido en la base del envase, puede centrifugarse).

(Concentrado 10x, diluir antes de usar). Un frasco contiene
27 mL de tampdn de luminiscencia concentrado 10x.
Antes de usar diluir con agua purificada hasta 270 mL.

10: Tampdn de
luminiscencia
concentrado (10x)

Contenido adicional del e Instrucciones de uso del kit
kit e Etiquetas adicionales para la solucion de trabajo

Material adicional necesario

A menos que se indique lo contrario, todos los materiales estdn disponibles
en thermofisher.com. Los puntos marcados en negrita han sido validados
para su uso con PrioWESTERN BSE Kit. El empleo de elementos diferentes
cae bajo la responsabilidad del usuario.

Uso Descripcion

General Equipos de laboratorio acordes con las normativas de seguridad de
cada pais.
e Agua purificada; equivalente, al menos, al agua de grado 3
segun lo definido por la norma IS0 3696: 1987 (E).
o Pipeta monocanal (1-10 L)
o Pipeta monocanal (10-100 pL)
e Pipeta monocanal (100-1000 pL)
o Pipeta monocanal (1-5 mL)
Pipeta multicanal (0.5-10 pL)
Pipeta multicanal (10-100 pL)
Puntas de pipeta (segln la recomendacién del fabricante de las
pipetas)
e Reservorios para reactivos
e Tubos cdnicos de 15 mL
e Tubos cénicos de 50 mL

Homogeneiza e Bisturisy pinzas

cion e Balanza

e Dispensador para la solucion de trabajo de homogeneizacion.
e Microplaca de 96 pocillos de 1.2 mL (empleada como placa
madre de las muestras homogeneizadas).

PrioGENIZER™ (equipo de homogeneizacion con seis racksy
una bandeja (N.° de Cat. PR10000) y recipientes de
homogeneizacion PrioCLIP™ (N.° de Cat. PR10010).

o bien

Equipo de homogeneizacion FASTH/FASTH2/ MediFASTH y
recipientes de homogeneizacion Prypcon (Syntec International)
o bien

Omni Tissue Homogenizer (TH115, TH220) y Soft Tissue Omni
Tip™ Plastic Homogenizing Probes (32750) (Omni International)

Digestion e Microplacas de 96 pocillos (pocillos 0.2 mL; se utilizan como
placas de digestion)

Tapas Selladoras

Incubador de microplacas (debe alcanzar al menos 100°C)

Electroforesis NuPAGE™ 12% Bis-Tris Protein Gels (17 pocillos)
en gel (N.° de Cat. NP0349BOX)
o NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (20x)
(500 mL: N.° de Cat. NP00O1; 5 L: N.° de Cat. NP000102)
o NuPAGE™ Antioxidant (N.° de Cat. NP0005)

Transferencia | e Membrana PVDF, Immobilon-P, 0.45 pm (EMD Millipore)
Metanol (aprox. 98%)
e Tampén de transferencia (10x): 30.28 g Tris base/

144.13 g Glycine/agregar agua purificada hasta 1 L.

Deteccién
inmunoldgica

Solucién salina tamponada con Tris (TBS, pH 7.4):

8 g NaCl/0.2 g KCl/3 g Tris base. agregar H20 purificada hasta

1L, ajustar con HCla un pH de 7.4

Solucién salina tamponada con Tris y con Tween (TBST):

TBS con 0.05% (v/v) Tween-20

Ponceau S (20x): 0.5% (w/v) Ponceau $/5% (v/v) Acido acético.

antes de usar diluir con TBST a una solucién 1x

o CDP-Star Concentrado (Sustrato de fosfatasa alcalina (APS))
(12.5 mM; N.° de Cat. T2310) o Roche Diagnostics GmbH (25 mM)
o bien CDP-Star, lista pare su uso (0.25 mM; N.° de Cat. T2146)

e Film para rayos-X

Protocolo del test

Precauciones

o Se deben seguir estrictamente las normas nacionales de seguridad.

o El PrioWESTERN BSE Kit debe ser llevado a cabo en laboratorios
adecuados para este propdsito.

o El personal que lleva a cabo el test debe haber sido entrenado en el
trabajo general con priones y en el uso especifico del PrioWESTERN
BSE Kit.

e Las muestras deben considerarse como potencialmente infecciosas y
todo el material que entre en contacto con las muestras como
potencialmente contaminado.

Notas
Para obtener resultados 6ptimos con el PrioWESTERN BSE Kit deben
tenerse en cuenta los siguientes aspectos:
¢ Hay que seguir estrictamente al protocolo del test.
o Se deben cambiar las puntas de las pipetas tras cada pipeteo.
¢ Es muy recomendable usar puntas de pipeta con filtro o pipetas
diferentes para los sucesivos pasos de pipeteo. Ademas, se debe
calibrar periédicamente la precisién de las pipetas.
o Se deben utilizar reservorios diferentes para cada uno de los reactivos.
¢ Los componentes del kit no deben ser utilizados tras la fecha de
caducidad o si se observan cambios en su aspecto.
o No deben utilizarse juntos componentes de kits con ntimeros de lote
diferentes.
e Las pinzas y los bisturis no desechables deben ser descontaminados de
acuerdo con las directrices de las autoridades y la normativa de cada pais.
e Cuando se utilice el equipo PrioGENIZER™ para la homogenizacion,
solamente se debe utilizar el programa PO PRIONICS TSE.

Toma de muestras y homogeneizacion

e Cortar con un bisturi 0.45-0.70 g de tejido nervioso del area definida de

la parte izquierda o bien de la parte derecha del tronco cerebral.

La toma de muestras y los ensayos de laboratorio deben seguir el Reglamento
(CE)n.°999/2001 capitulo C que, en lo que se refiere a la toma de muestras,
hace referencia al «Manual de los estindares para las pruebas de diagndstico y
vacunas de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE)» que establece que: «La
muestra preferida para el nmunoensayo debe ser tomada del mismo 6bex o lo
mas cercanamente posible a él, pero no mas de 1.5 cm antes del mismo». La
figura muestra el drea de la toma de la muestra dentro del recuadro.
Nota: Para ensayos posteriores de confirmacion, tras la toma de la muestra
debe quedar disponible una hemiseccién completa del tronco cerebral con
su regién del obex intacta.
(Para mas detalles de la toma de muestras, contactar con el Servicio de
Asistencia Técnica.)

(1) Médula espinal

(2) Cerebro

(3) Region del 6bex

(4) Area a utilizar para el test
PrioWESTERN BSE Kit

(5) Area a utilizar por el
Laboratorio Nacional de
Referencia de la EET

Médula oblongada (regién del 6bex)
La muestra consiste en un trozo del tronco cerebral / médula
espinal cervical de unos 8 cm de largo.

Homogeneizacién
Pasos previos
e Diluir el tampén de homogeneizacién 5x con agua ultrapura para
preparar la soluciéon de trabajo de homogeneizacién (Apéndice A).
Homogeneizacion
o Transferir la muestra al equipo de homogeneizacién y determinar su
peso con una balanza (0.45-0.70 g).
¢ Afadir diez voltimenes de solucion de trabajo de homogeneizacion
(p/v; p.€j. 5mL para 0.50 g de tejido cerebral de la regién del ébex) y
homogeneizar la muestra mediante el equipo de homogeneizacion
PrioGENIZER™ o FASTH/FASTH2/MediFASTH (45 s£5s, a
20,000+1,000 rpm) u Omni Tissue Homogenizer (60+10 s a maxima
velocidad).
e Almacenar 2 alicuotas de 1 mL por cada homogenizado en una placa
madre de 96 pocillos (de ahora en adelante, cada paso se realiza en
duplicado — dos muestras por cada homogenizado-).

PrioWESTERN BSE Kit Instrucciones de Uso
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e Los recipientes de homogeneizacién PrioCLIP™ y Prypcon con
muestras que den resultado «TSE negativo» pueden lavarse para ser

reutilizados (ver protocolo de lavado de los PrioCLIP™/Prypcon,
Apéndice D).

Digestion con proteasa
Las siguientes indicaciones se refieren a 48 muestras.
(Ver el apéndice B para los voltimenes necesarios para otro ntimero de
muestras).
Pasos previos
e Ajustar la temperatura del incubador de microplacas a 48+1°C
aproximadamente 1 hora antes de su uso.
e Afiadir 10 pL de tampén de digestién (componente 2) a cada pocillo de
la placa de digestion de 96 pocillos.
Digestion con la proteasa
o Transferir 100 pL de cada homogeneizado (mezclar primero pipeteando
arriba y abajo al menos tres veces) de la placa madre al pocillo
correspondiente de la placa de digestién con pipeta multicanal.
Seguidamente, la placa madre se puede cubrir y almacenar hasta
12 meses entre —20°C y -80°C.
o Anadir 10 uL de Proteinasa K (componente 3) y mezclar aspirando tres
veces con la pipeta.
e Cubrir la placa de digestiéon con una tapa selladora.
e Digerir durante 40+1 min a 48+1°C.
e Parar la reaccién anadiendo 10 uL de solucién de parada
(componente 4). Mezclar pipeteando arriba y abajo al menos tres veces.

Electroforesis en gel

Pasos previos

e Preparar los geles NuPAGE™ al 12% de 17 pocillos. Extraer los geles del
envoltorio de plastico y retirar el peine con cuidado. Retirar la lamina
blanca en la parte inferior del gel.

o Calentar la muestra de control (componente 5) a 65+3°C durante
2-5 minutos.

e Ajustar la temperatura del incubador de microplacas a 98+4°C
aproximadamente 1 hora antes de su uso.

Electroforesis en gel

¢ Afiadir a cada muestra 100 pL de tampén de muestra PAGE
(componente 6). Mezclar pipeteando arriba y abajo al menos tres veces.

o Calentar las muestras a 98+4°C durante 5 min+30 s.

¢ La placa madre se puede cubrir y almacenar hasta 5 dias entre
—-20°C y -80°C.

e Las muestras procesadas, que ya han sido desnaturalizadas una vez, es
suficiente con calentarlas durante 2-5 minutos a 65+3°C antes de
cargarlas en el gel.

Carga de las muestras

e Cargar 10 pL de muestra de control en el primer pocillo.

o Cargar 10 pL de cada muestra calentada en los pocillos
correspondientes de cada gel.

¢ Rellenar las cAmaras interna y externa con tampén de corrida
NuPAGE"™ MOPS/SDS 1x y afiadir 500 puL de antioxidante s6lo en la
camara interna.

Electroforesis

e Correr el gel a 200 V hasta que el frente del colorante esté a 1-2 cm del

borde inferior del gel (aproximadamente 30 minutos).

Transferencia

Pasos previos

¢ Enjuagar la membrana PVDF (EMD Millipore, Immobilon-P, 0.45 um,
13 cm x 17 ¢cm) en metanol (aproximada-mente al 98%) durante pocos
segundos y a continuacién equilibrar de inmediato durante al menos
10 minutos en tampén de transferencia 1x (ver el Apéndice B para los
voliimenes necesarios para los diferentes nimeros de muestras).

e Llenar el tanque de transferencia con tampén de transferencia 1x
refrigerado (5+3°C).

Blot
Composicion del sandwich de transferencia

e Colocar la membrana equilibrada sobre un papel de Whatman
humedecido con tampén de transferencia 1x o con agua purificada.

e Abrir los geles NuPAGE", recortar arriba el peine y abajo el margen
azul y colocar los geles sobre la membrana (evitando la formacién de
burbujas). Se pueden colocar hasta 6 geles en una membrana del
tamafio indicado arriba (ver Apéndice C).

e Cubrir los geles con papel Whatman humedecido, colocar la esponja en
la parte superior.

e Cerrar el saindwich y colocar en el tanque de transferencia. Las
proteinas tienen carga negativa y se desplazan hacia el polo positivo
(rojo). Por eso la membrana PVDF ha de estar mas cerca del polo
positivo y los geles més cerca del polo negativo.

PrioWESTERN BSE Kit Instrucciones de Uso

Esponja

‘Papoh‘!aﬂho
PVDF

Direccion del blot

¢ El tiempo de transferencia es de 60+2 min a 150 V y con refrigeracién
continua a 5+3°C.

o Sacar del sindwich la membrana con las proteinas adheridas y tefiir
con Ponceau S 1x. Sefialar la posiciéon de los marcadores de peso
molecular con un lapiz de color y decolorar la membrana con TBST
hasta que haya desaparecido el color rojo (aproximadamente
2 x 1 minuto).

Deteccion inmunoldgica

Bloqueo
e Colocar la membrana en una bandeja de plastico limpia e incubarla con
50+2 mL de tampoén de bloqueo PVDF 1x durante 35+5 min en un
agitador con movimiento suave a 22+3°C.
1er Anticuerpo 6H4
o Diluir 10 pL del ler Anticuerpo 6H4 en 50+2 mL de TBST (dilucién
1:5000) e incubar la membrana durante 60+5 min a 22+3°C (o bien
12-18 h a 5+3°C) en un agitador con movimiento suave.
e Lavar la membrana 3 veces durante aproximadamente 5 minutos cada
vez con TBST.
2do Anticuerpo-FA
e Diluir 10 pL del 2do Anticuerpo-FA en 50+2 mL de TBST (dilucion
1:5000) e incubar la membrana durante 30+1 min a 22+3°C en agitador
con movimiento suave.

e Lavar la membrana 5 veces durante 5 minutos cada vez con TBST.
Deteccion

e Equilibrar la membrana durante 5-10 min en 50+2 mL de tampén de

luminiscencia 1x (componente 10, ver Apéndice A para la tabla de
diluciones).

e Diluir 100 uL de CDP-Star (12.5 mM, 50x) o bien 50 pL (25 mM, 100x) en

5mL de tampén de luminiscencia 1x.

o Colocar la membrana sobre una placa de vidrio. Distribuir
uniformemente el CDP-Star diluido (5 mL) uniformemente sobre la
membrana e incubar 5+1 minutos a 22+3°C.

Retirar el liquido sobrante. Secar la membrana suavemente con un
pafiuelo de papel y cubrir con un film transparente (Saran). Para hacer
visible la quimioluminiscencia se expone una pelicula Rayos X a oscuras
hasta ver una senal intensa de la muestra de control asi como, o bien una
coloracién de fondo, o bien la banda de Proteinasa K (aprox. 5-20 min).
Para conseguir un resultado 6ptimo puede ser necesario escoger tiempos
de revelado mas cortos o mas largos. Alternativamente pueden detectarse
las sefales de quimioluminiscencia con un sistema Lumilmager. (p. ej.
FluorChem™, Alpha Innotech Corp.)

Interpretacion de los resultados

La figura siguiente ilustra los resultados a esperar en muestras negativas y
positivas para EEB y los de la muestra control. La muestra de control (K)
contiene la isoforma normal de la proteina prion (PrPC), que es detectada
inmunolégicamente. De esto resulta una banda difusa en la zona de

25-35 kD (la proteina prién tiene distintas variantes de glicosilacién, que
conducen a una distribucién heterogénea).

EEB EEB
K N N fuere ~dehil|

4

31>
kDa

®

Las muestras negativas (N) no presentan ninguna sefal especifica. La
banda a 31 kD, no siempre bien reconocible, se debe a una unién
inespecifica del anticuerpo 2° a la Proteinasa K y puede servir de ayuda
orientativa suplementaria.

En muestras positivas (EEBfuerte; EEBacbil) es visible una sefial, cuya banda
superior (A) estd a unos 30 kD. La intensidad en la senal de todas las
bandas (en especial de las bandas inferiores B y C) puede ser mas débil que
en la figura, pero al menos ha de ser bien visible la banda superior (A). La



flecha D indica la diferencia tipica en el peso molecular de la proteina priéon
especifica de la enfermedad tras la digestiéon con Proteinasa K en
comparacion con la PrP normal, no digerida.

Si el test ha de ser usado como prueba tamiz, una muestra reactiva en
pruebas repetidas debe ser enviada al Laboratorio Nacional de Referencia
para su confirmaciéon usando un método confirmatorio adicional. Si el test
ha de ser usado como confirmatorio, s6lo sera valido si se ajusta a las
recomendaciones de la OIE/CRL.

Apéndice A - Tabla para la preparacion de la solucion de
trabajo

Solucion de trabajo de homogeneizacion

Mezclar los voltimenes indicados de agua purificada y del tampén de
homogeneizacién 5x (componente 1) para obtener el volumen deseado de

solucién de trabajo de homogeneizacién.
Caducidad de la solucién de trabajo de homogeneizacién: 1 semana a 5+3°C.

Tama_node TBST 2do. Anticuerpo Tarn_pon de_ CDP-Star
bandeja (cm) luminiscencia
125mM | 25 mM
Grande
(224x156) | M 10uL 5mL 100pL | 50pL
Grande
(224x156) | 20M* 104l 4mL 80uL | 40pL
Mediano
(15 x 11.4) 25mb SuL 3mL 60pL | 30pL
Mediano
(15 x 11.4) Z5mb SpL 3mL 60pL | 30pL
Pequeno
(5.5 x 9.5) 10mL 2pL 2mL 40pL | 20pL

Sol.detrabajode Volumen de concentrado (5x) Volumen de agua

homogeneizacion (componente 1) purificada
250 mL = 50 mL + 200 mL
500 mL = 100 mL 400 mL
1000 mL = 200 mL 800 mL

Tampoén de bloqueo PVDF

Vol.tampon de Vol. de tampén de bloqueo (5x)
bloqueo (1x) (componente 7)

Volumen de agua
purificada

500 mL = 100 mL + 400 mL

Tampon de luminiscencia

Mezclar los voliimenes indicados de agua ultrapura y tampén de
luminiscencia 10x (Componente 10) para obtener el volumen deseado de
tampon de luminiscencia 1x:

Vol.de tampon de Vol.de tampodn de luminiscencia Volumen de agua

luminiscencia (1x) (10x) (componente 10) purificada
270 mL = 27 mL + 243 mL
Tampon de corrida NuPAGE™ SDS-MOPS
Vol.de tampon de Vol.de tampon de corrida Volumen de

corrida NuPAGE™

SDS-MOPS (1x) NuPAGE™ SDS-MOPS (20x)

agua purificada

1000 mL = 50 mL + 950 mL
Tampon de transferencia
Vol.detampor_1 Vol.detampor_l Volumen de Vol. of
de transferencia de transferencia agua purificada metanol (98%)
(1x) (10x) guap 0
2000 mL = 200 mL + 1600 mL + 200 mL
TBST
Vol.de TBS Volumen de Tween 20 al
Vol.de TBST [1x) (20x) agua purificada 50%
1000 mL 50 mL 950 mL 1mL
Ponceau S
Vol.de Ponceau S (1x) Vol.de Ponceau S (20x) Vol.de TBST (1x)
1000 mL 50 mL 950 mL

Apéndice B - Volumenes necesarios para los diferentes
nimeros de muestras

No.getes BTair:;:ol::ml ::n::roa:: TBST | 1ler.Anticuerpo
¢ lzzézaxn?;é] 13x17 cm 50 mL 10 L
i [22[3.?:?;61 9% 17 cm 50 mL 10 uL
} [?Asefif?_il 13x85cm 25 mL 5L
g [:4583??.21 9x85cm 25 mL 5L
1 [E.eSq:%?F.ISOJ 45x85cm 10 mL 2L

Apéndice C - Esquema para colocar los geles en la

membrana
Esquema recomendado para la colocacién de los geles en la membrana de
transferencia.
e Placa de 96 pocillos con 48 muestras por duplicado transferidas a
6 geles con 17 pocillos cada uno.
o 1-48 = Numeracion de las muestras, (M = Marcadores de peso
molecular con PrPC sin digerir).

Membrane

M, 1,1,223,3,4,4,5,56,6,7,7,88 M, 9, 9,10,10,11,11,12,12,13,13,14,14,15,15,16,16

Gel 1 Gel 2

M,17,17,18,18,19,19,20,20,21,21,22,22,23,23,24,24 | [M,25,25,26,26,27,27,28,28,29,29,30,30,31,31,32,32

Gel 3 Gel 4

M,33,33,34,34,35,35,36,36,37,37,38,38,39,39,40,40 | |[M,41,41,42,42,43,43,44,44,45,45,46,46,47,47,48,48

Gel 5 Gel 6

Apéndice D - Protocolo de lavado de los PrioCLIP™/Prypcon

Instrucciones generales

Trazabilidad de la muestra

Para garantizar la trazabilidad de la muestra, los recipientes de
homogeneizacion PrioCLIP™ /Prypcon deben rotularse con el nimero de la
muestra, usando p.ej. un rotulador o etiquetas resistentes al agua. La
rotulacién de los recipientes sélo puede eliminarse tras la comunicacién de
los resultados.

Trazabilidad del uso

Los recipientes de homogeneizacién no deben usarse mas de 5 veces. Tras
cada uso, los PrioCLIP™/Prypcon deben marcarse con guiones o puntos
mediante un rotulador resistente al agua.

Para el lavado, no usar desinfectantes que contengan cloro.

Pasos preparatorios
o Llenar dos recipientes con cantidades suficientes de agua desionizada
(al menos 25 L) de modo que los PrioCLIP™ /Prypcon se puedan
sumergir completamente durante los pasos de lavado.

Vaciado
e Vaciar los recipientes con homogeneizado que han dado resultado
«TSE negativo» en una botella termorresistente autoclavable o en un
frasco o recipiente desechable.
o Los recipientes cuyo contenido ha sido identificado como
«inicialmente reactivo» no deben usarse otra vez y deben ser
eliminados segtin las normas nacionales de seguridad.

Lavado

e Sumergir el PrioCLIP™/Prypcon vacio en un recipiente con agua
desionizada y enjuagar a fondo.

o Al transferir los recipientes de homogeneizacién del recipiente de
lavado uno al dos, comprobar que no estdn dafiados ni contienen restos
de tejido. Desechar cualquier recipiente de homogeneizacién
PrioCLIP™/Prypcon que esté dafiado o contaminado.

e Sumergir los recipientes e incubarlos por lo menos durante 30 minutos
a 22+3°C.

PrioWESTERN BSE Kit Instrucciones de Uso



Secado

e Sacar los PrioCLIP™/Prypcon del recipiente de lavado, sacudirlos para
eliminar restos de agua y dejarlos secar por completo a 22+3°C.

e Los PrioCLIP™/Prypcon también pueden secarse en una estufa de
calentado o secado. Poner los recipientes sobre una superficie
termorresistente, calentarlos durante 2 horas a 85+5°C y secarlos por la
noche a 50°C en una estufa de secado. Repetir el paso de calentado
(2 horas, 85+5°C).

e Controlar los PrioCLIP" /Prypcon visualmente. Desechar los
recipientes dafiados o que contienen restos liquidos o de tejidos.

e Los PrioCLIP™/Prypcon estan ahora listos para ser reutilizados.

Eliminacién de desechos
¢ Los homogeneizados y las soluciones de lavado deben eliminarse
segtin las normas nacionales de seguridad.
Puede solicitarse un protocolo de lavado PrioCLIP™ /Prypcon detallado
(con ilustraciones) en la Asistencia técnica.

Apéndice E - Certificacion OIE: Resumen de los estudios de
validacion
Caracteristicas analiticas

Sensibilidad analitica

e Durante el proceso de estudio de validacién de la Unioén Europea, se
evaluaron diluciones seriadas. De 20 homogeneizados positivos
evaluados a una dilucién de 10!, 15 mostraron un resultado positivo,
dos, dudo-so y tres negativo. En la dilucién 10'®, tres muestras
mostraron resultado dudoso y el resto, negativo. En la dilucion de 102,
dos muestras mostraron también un resultado dudoso, al igual que una
muestra a dilucion de 102°. [Las muestras positivas fueron
suministradas por el Central Veterinary Laboratory (CVL), Weybridge:
las muestras de tronco encefélico y médula espinal se seleccionaron a
partir de animales bovinos que mostraban signos clinicos de EEB,
confirmados por el examen histolégico.]

Especificidad analitica

¢ No se ha examinado especificamente. Sin embargo, algunos estudios de
campo sobre muestras de ganado muerto (animales que sufrian
trastornos que no eran EEB, p. ej. encefalitis, edema cerebral, rabia,
listeriosis) han demostrado repetidamente que el PrioWESTERN BSE
Kit tiene una buena especificidad analitica [ver D. Heim et al. (2000)
Surveillance of BSE. Arch Virol Suppl. (16):127-33)].

Datos de repetibilidad

¢ Los ensayos llevados a cabo entre 2002 y 2007 muestran que el kit pudo
detectar una muestra positiva de EEB a una dilucién 1:10.

e La repetibilidad también se estudi6 en pruebas comparativas de tres
ensayos EEB (Enfer — Bio-Rad TeSeE — PrioWESTERN BSE Kit) llevados a
cabo por el Laboratorio de Referencia de la UE para EET (VLA, Reino
Unido). La coherencia entre las muestras duplicadas (n = 277) fue alta,
excepto en dos ocasiones, cuando el sobrante de un pocillo positivo dio
como resultado una pequefia mancha no especifica en uno de los pocillos
adyacentes de una muestra negativa. Esto era claramente diferente de los
resultados positivos, que tenfan un tamafio y patrénde bandas
caracteristicos, y que estaban presentes en ambos pocillos duplicados.

Caracteristicas diagndsticas
Determinacion del umbral
Este ensayo no ofrece una lectura cuantitativa. La respuesta es cualitativa y
se basa en los criterios de: presencia de sefial y posicion. Esto permite
distinguir facilmente entre positivos reales y (posibles) falsos positivos
debido a la PRNP normal sin digerir.
Estimaciones de la sensibilidad diagnéstica (SD) y la especificidad
diagnéstica (ED)
Se han descrito tres estudios de evaluacién externos para la estimacién de la
sensibilidad y la especificidad diagndsticas:
¢ Ensayos realizados en el laboratorio de referencia EEB suizo
(Neurocenter /Universidad de Berna) en febrero de 2003 sobre
38 muestras positivas (18 homogeneizados y 20 muestras de tejido) del
Reino Unido/190 muestras negativas del programa de vigilancia de EEB
suizo (muestras de tejido de ganado mayor de 30 meses que habian
ofrecido un resultado negativo por histologia /inmunohistoquimica).

e Estudio de campo canadiense, 2003. Como seguimiento de la detecciéon
de un caso confirmado en mayo de 2003, se realizé un estudio de
cohorte en el que se analizaron 2036 animales desde el nacimiento hasta
cebo mediante inmunohistoquimica (IHQ) y el PrioWESTERN BSE Kit.
Este ensayo fue llevado a cabo por laboratorios de la Canadian Food
Inspection Agency en Lethbridge, Winnipeg, Nepean y St-Hyacinthe.

EEB positivo por IHQ EEB negativo por IHQ

Ensayo positivo por

PrioWESTERN BSE Kit ! 0

Ensayo negativo por
PrioWESTERN BSE Kit 0 2036

Especificidad diagnéstica: 100%, IC [99.8-100%]

¢ Evaluacion de ensayos para el diagnéstico de la encefalopatia
espongiforme transmisible en animales bovinos para la Comisién
Europea, 1999. Todas las muestras fueron preparadas por el Instituto para
la Referencia de Materiales y Medidas (IRMM) de la UE en Geed, Bélgica,
y presentadas para su analisis en un formato codificado «ciego» para los
diferentes participantes (el PrioWESTERN BSE Kit fue uno de los cuatro
kits seleccionados): Se analizaron un total de 300 muestras positivas
(recogidas a partir de ganado que mostraba signos clinicos de EEB y
confirmadas por examen histolégico, suministradas por CVL Weybridge)
y 1000 muestras negativas (recogidas en Nueva Zelanda a partir de
ganado adulto sano de al menos 4 afios de edad y negativas confirmadas
por examen histol6gico).

EEB positivo por EEB negativo por
histologia histologia
Ensayo positivo por
PrioWESTERN BSE Kit 300 0
Ensayo negativo por
PrioWESTERN BSE Kit 0 1000

Sensibilidad diagnéstica: 100%, I1C [98.8-100%]
Especificidad diagnéstica: 100%, IC [99.6-100%]

Concordancia entre ensayos
La concordancia del ensayo PrioWESTERN BSE Kit con el examen
histolégico y la IHQ es alta.

Reproducibilidad

Durante la evaluacién de campo de la UE de 2004, se analizaron muestras

mediante PrioWESTERN BSE Kit. Estos resultados se compararon con los

obtenidos con otros ensayos evaluados. Las muestras se dividieron en tres

categorias: muestras positivas, muestras negativas y muestras de mala calidad.

¢ Se analizaron un total de 335 muestras positivas para EEB en tres

laboratorios (VLA, Newcastle, Reino Unido - Analytico Food BV,
Heerenveen, Paises Bajos y Laboratorio Central de Veterinaria, Algete,
Espana).

e Se analizaron un total de 24.534 muestras negativas para EEB en ocho
laboratorios (Analytico Food BV, Heerenveen, Paises Bajos,; Institut fiir
Veterindrmedizin, Modling, Austria; Instituut voor Dierhouderij en
Diergezondheid, Lelystad, Paises Bajos; Laboratorio EET, Le6n, Espafia;
Labor Dr. Guenteert, Lucerna, Suiza; Instituto Zooprofilatiico
Sperimentale del Piemonte, Turin, Italia; Irish Equine Centre, Kildare,
Irlanda; Arthus Biotech GmbH, Hamburgo, Alemania).

e Se analizaron 423 muestras de mala calidad en dos laboratorios (VLA,
Newcastle, Reino Unido y NeuroCenter, Berna, Suiza).

Los resultados interlaboratoriales de todas las muestras analizadas fueron
idénticos para el ensayo PrioWESTERN BSE Kit. La concordancia con otros
ensayos evaluados fue muy alta, con la excepcion de una muestra positiva
débil detectada en el ensayo PrioWESTERN BSE Kit que no se identificé
como positiva al utilizar el ensayo CediTect.

Fuente: Informe: The Field Trial of Seven New Rapid Post Mortem Test for
the Diagnosis of Bovine Spongiform Encephalopathy in Bovines; IRMM;
12 de noviembre de 2004.

Aplicaciones

PrioWESTERN BSE Kit se emplea actualmente tanto en laboratorios de
referencia como en laboratorios de rutina de todo el mundo. Los laboratorios
de andlisis deben participar en las pruebas de aptitud y los programas de
formacién organizados por los laboratorios de referencia de la OIE.

EEB positivo por IHQ

EEB negativo por IHQ

Ensayo positivo por
PrioWESTERN BSE Kit

38

0

Ensayo negativo por
PrioWESTERN BSE Kit

0

190

Sensibilidad diagnéstica: 100%, IC [90.7-100.0%]

Especificidad diagnéstica: 100%, IC [98.1-100.0%]
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Apéndice F - Normas de seguridad

Los laboratorios estan obligados a seguir las normas nacionales de
seguridad. La siguiente in-formaciéon —publicada por el Comité asesor en
materia de patégenos peligrosos (ACDP) — esta disponible como
orientacion: «Agentes de la encefalopatia espongiforme transmisible:
seguridad en el trabajo y prevencién de infecciones (“Transmissible
spongiform encephalopathy agents: safe working and the prevention of
infection”)», Department of Health, London, UK (puede solicitarse en la
oficina de papeleria, ISBN 0113221665. Una actualizacion esta disponible
en: https://www.gov.uk/government/publications/guidance-from-the-
acdp-tse-risk-management-subgroup-formerly-tse-working-group.
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Garantia limitada del producto

Life Technologies Corporation y/o su(s) filiale(s) garantizan sus productos
tal y como se establece en los términos y condiciones generales de venta de
Life Technologies, que se pueden encontrar en el sitio web de

Life Technologies www.thermofisher.com/us/en/home/global/
terms-and-conditions. Si tiene alguna duda, péngase en contacto con

Life Technologies en thermofisher.com/support.
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