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Niniejsza instrukcja zostata wydana na podstawie art. 13 ust.1 ustawy z dnia 29
stycznia 2004 r. o Inspekcji Weterynaryjnej (Dz. U. z 2024 r. poz. 12).

Niniejsza instrukcja zostata opracowana w Krajowym Laboratorium Referencyjnym ds.
rzekomego pomoru drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach (autorzy: dr hab. Krzysztof Smietanka, prof.
instytutu dr Anna Pikuta).

Stosowanie niniejszej instrukcji, jako aktu prawnego wewnetrznego, nie moze
prowadzi¢ do naruszenia przepisdbw powszechnie obowigzujgcych. Na przepisy
niniejszej instrukcji nie nalezy powotywac sie przy rozstrzyganiu o prawach

i obowigzkach podmiotow prywatnych, gdyz nie jest ona dla nich wigzaca.
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1. Wstep

Rzekomy pomor drobiu (choroba Newcastle, ND) jest zakazng i zarazliwg chorobg
drobiu, wywotywang przez wirusy nalezgce do rodzaju Orthoavulavirus, znane takze
jako wirus rzekomego pomoru drobiu (avian paramyxovirus serotyp 1, APMV-1 lub
Newcastle disease virus, NDV). Wirusy te wykazujg zrdéznicowang patogennosc,
jednak obowigzkowi zwalczania podlegajg jedynie zakazenia wywotane przez szczepy
o0 wysokiej zjadliwosci. Jednym 2z podstawowych sposobow zapobiegania ND
sg szczepienia ochronne w stadach drobiu, z wykorzystaniem szczepionek zywych,
inaktywowanych oraz nowej generacji (np. wektorowych). Szczepienia te indukujg
odpowiedz odpornosciowg, w tym powstawanie odpornosci humoralnej (zwigzanej
z przeciwciatami), ktéra — obok odpornosci komoérkowej — odgrywa kluczowg role
w ochronie przed $miercig oraz tagodzeniu objawdw klinicznych choroby. Poziom
przeciwciat moze by¢ wykrywany i okreslany ilosciowo m.in. za pomocg testu

immunoenzymatycznego (ELISA).

2. Cel instrukciji

Opis toku postepowania dla laboratoriéw urzedowych, wyznaczonych przez Gtéwnego
Lekarza Weterynarii, majgcego na celu wykrywanie przeciwciat dla wirusa rzekomego

pomoru drobiu metodg ELISA.

3. Zakres stosowania

Test ELISA przeznaczony jest do wykrywania swoistych przeciwciat dla wirusa
rzekomego pomoru drobiu w surowicach pochodzgcych od drobiu lub innych gatunkow
ptakédw. Badania mogg by¢ wykonywane wylgcznie z zastosowaniem testu

dopuszczonego do stosowania dla danego gatunku ptakdéw.

4. Zasady bezpiecznej pracy z materiatem biologicznym i odczynnikami

Surowice nalezy traktowac¢ jako potencjalnie zakazne. Niektére odczynniki wchodzgce
w sktad zestawu (surowice kontrolne oraz roztwér zatrzymujgcy reakcje barwng) moga
powodowac podraznienia w kontakcie ze skorg lub oczami. W trakcie wykonywania
badania pracownicy powinni by¢ ubrani w odziez ochronng, a po wykonanych
badaniach wszystkie materiaty jednorazowego uzytku, srodki ochrony osobistej,
odpady, szkto laboratoryjne, narzedzia nalezy poddac unieszkodliwieniu przy pomocy

metody termicznej lub chemiczne;.



5. Wyposazenie i materialy pomocnicze:

1) chtodziarka;

2) zamrazarka;

3) czytnik absorbancji ELISA;

4) komputer z oprogramowaniem odczytu i interpretacji wynikow ELISA;
5) ptuczka mikroptytkowa;

6) pipety ttokowe wielokanatowe o zakresie 50-300 pl;

7) pipety ttokowe jednokanatowe o zakresie 5-100 pl oraz 1-5 ml;
8) wiréwka stotowa;

9) mieszadta typu Vortex;

10)przykrywki lub folie do mikroptytek;

11)koncéwki do pipet o zakresie 5-300 pl oraz 1-5 ml;
12)probowki wirbwkowe;

13)plastikowe rynienki;

14)mikroptytki 96-dotkowe typu U;

15)statywy do probowek;

16)szklane butelki o r6znej pojemnosci (zakrecane);

17)cylindry miarowe.

6. Odczynniki, wzorce lub materiaty odniesienia

Standardowy zestaw ELISA do wykrywania przeciwciat dla wirusa ND obejmuje

nastepujgce elementy:

1) dodatnia surowica kontrolna;
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mikroptytki — optaszczone antygenem wirusa ND;
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koniugat;
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) koncentrat ptynu ptuczgcego;

) inne, w zaleznosci od producenta zestawu.

Odczynniki nalezy przechowywac w temperaturze 2-8°C, chyba ze producent zestawu

wskaze inacze;.



7. Przygotowanie probek do badan

Standardowa liczba prébek do badan serologicznych wynosi 23 surowice z kazdego
stada. W przypadku gdy otrzymane probki stanowig skrzepy krwi, nalezy je odwirowac
przy 750 — 1200 x g przez 5 min. w celu uzyskania surowicy stanowigcej wiasciwy
materiat do badan. Surowice przechowywane sg do 7 dni w chiodziarce. Jesli
przebadanie probek nie jest mozliwe w tym czasie nalezy je umiesci¢c w zamrazarce.
Przed przystgpieniem do badania prébka jest doprowadzona do temperatury

pokojowe;.

8. Wykonanie testu ELISA

Badania wykonywane sg przy uzyciu zestawu ELISA do serologicznej diagnostyki ND
znajdujgcego sie w wykazie wyrobow do diagnostyki in vitro stosowany w medycynie
weterynaryjnej, ktory prowadzi Gtéwny Lekarz Weterynarii. Badania nalezy wykonaé
zgodnie z instrukcjg zatgczong przez producenta zestawu. Nalezy upewnic¢ sie, ze
producent danego zestawu dopuszcza jego stosowanie do badania surowic gatunku

docelowego.

Ogdlny schemat poszczegdlnych etapdéw badania testem ELISA jest nastepujgcy:
1) przygotowanie roboczego rozcienczenia roztworu do ptukania;

2) przygotowanie roboczego rozcienczenia probek badanych surowic;

3) wykonanie testu ELISA:

a) dodanie probki rozcienczonej surowicy do dotka mikroptytki; jesli w prébce
obecne sg przeciwciata specyficzne dla danego antygenu, zwigzg sie z
antygenem na ptytce,

b) ptukanie celem usuniecia niezwigzanego materiatu (niespecyficznych biatek)
za pomocg buforu do ptukania,

c) dodanie przeciwciata sprzezonego z enzymem (konjugatu), rozpoznajgcego
przeciwciata ptasie,

d) ponowne ptukanie celem usuniecia niezwigzanego koniugatu,

e) dodanie substratu enzymatycznego (np. TMB), ktéry w reakcji z enzymem daje
reakcje barwna,

f) zatrzymanie reakcji kwasem (np. siarkowym),

g) odczyt wynikow przy uzyciu spektrofotometru (czytnika ELISA) przy okreslonej

dtugosci fali.



9. Sposéb odczytu wynikéw i ich interpretacja

Sposodb odczytu wynikéw i ich interpretacje okresla producent zestawu. Najczesciej
interpretacja wyniku jest wykonywana automatycznie przez oprogramowanie

oferowane przez producenta zestawu.

10.Sposo6b wyrazania ostatecznego wyniku badania
Ostateczny wynik wyrazany jest w jeden z nastepujgcych sposobdw:
,Liczba surowic badanych: ....
Liczba surowic dodatnich: ....

W zatgczeniu szczegotowy wydruk raportu z programu komputerowego do odczytu

wynikow.”
lub

,Liczba surowic badanych: ...
Liczba surowic dodatnich: ....

% serododatnich: ......

Wspotczynnik zmiennosci (CV): .........

Zakres mian dodatnich: ................

11.Sposéb postepowania w przypadku uzyskania wynikéw niezgodnych

Najczesciej wyniki niezgodne mogg wynikac z nastepujgcych przyczyn:

Rodzaj problemu Przyczyna Postepowanie
Problemy z probkg Hemolizowana lub Uzywac tylko swiezych,
lipemiczna surowica prawidtowo pobranych i

przechowywanych prébek.

Niewtasciwe Przechowywac probki do 7
przechowywanie probek | dni w temperaturze 5 (£3)°C
lub w temperaturze ponizej -
20°C, unikac¢ wielokrotnego
zamrazania i rozmrazania

Niewtasciwe Stosowac rozcienczenia




rozcienczenie surowicy

zgodnie z instrukcjg testu.

odczynnikami

niewtasciwie

Btedy techniczne Niedoktadne Uzywac regularnie
pipetowanie wzorcowanych lub
sprawdzanych pipet
automatycznych z kontrolg
objetosci
Zanieczyszczone Uzywac jednorazowych,
koncowki lub ptytki jatowych koncowek
Niewystarczajgce lub Stosowac zalecang liczbe
nadmierne ptukanie cykli ptukania, zgodnie z
zaleceniem producenta
Niewtasciwy czas Przestrzega¢ czasow
inkubacji inkubacji podanych przez
producenta testu
Nieodpowiednia Utrzymywac statg
temperatura inkubacji temperature inkubacji,
zgodnie z zaleceniami
producenta
Problemy z Przeterminowane lub Sprawdzaé daty waznosci i

odczynniki przechowywac

przechowywane zgodnie z zaleceniami
odczynniki producenta
Nieprawidtowe Przygotowywac

rozcienczenie koniugatu
lub substratu

rozcienczenia na biezgco i
zgodnie z instrukcjg
producenta

Substrat (np. TMB)
wystawiony na Swiatto

Przechowywac substrat
TMB w ciemnosci i zgodnie
Z instrukcjg producenta

Zbyt diugi czas
przechowywania
substratu

Nie stosowac substratu po
uptywie terminu waznosci —
sprawdzac barwe

Btedy interpretacyjne

Pomytki w
rozmieszczeniu probek
na ptytce

Oznaczac i planowaé
rozmieszczenie prébek na
ptytce przed rozpoczeciem
testu

Odczyt przy
niewtasciwej dtugosci fali

Kazdorazowo sprawdzaé
ustawienia czytnika ELISA,
szczegolnie przy stosowaniu
zestawow roznych
producentow.

W przypadku uzyskania wynikow niezgodnych nalezy wprowadzi¢ dziatania okreslone

w wewnetrznych przepisach systemu zarzgdzania laboratorium.




12.Postanowienia koncowe

Instrukcja wchodzi w zycie w dniu podpisania.

Zatwierdzit
Gtowny Lekarz Weterynarii
Krzysztof Jazdzewski

/podpisano elektronicznie/
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