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DECYZJA WYKONAWCZA KOMISJI (UE) 2016/1840
z dnia 14 pazdziernika 2016 r.

zmieniajaca zalagcznik IV do dyrektywy Rady 2009/156/WE w odniesieniu do metod
diagnozowania afrykanskiego pomoru koni

(notyfikowana jako dokument nr C(2016) 6509)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 2009/156/WE z dnia 30 listopada 2009 r. w sprawie warunkéw zdrowotnych zwierzat,
regulujacych przemieszczanie i przywdz zwierzat z rodziny koniowatych z panstw trzecich ('), w szczegdlnosci jej
art. 20,

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

(1)  Zalacznik IV do dyrektywy 2009/156/WE okresla metody diagnozowania afrykanskiego pomoru koni, ktére
w razie potrzeby nalezy stosowa¢ do celéw badania zwierzat przed ich przemieszczaniem w Unii lub przywozem
z panstw trzecich.

(2)  Od czasu przyjecia dyrektywy 2009/156/WE zdolnosci laboratoriéw do prowadzenia zaawansowanych, bardzo
dokladnych i skutecznych testow do diagnostyki afrykanskiego pomoru koni rozwingly si¢. Réwnoczesnie
zmieniono rozdzial dotyczacy diagnostyki afrykanskiego pomoru koni w podreczniku badan diagnostycznych
i szczepionek dla zwierzat ladowych Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE) (%), aby odzwierciedli¢ t¢
ewolucje.

(3)  Laboratorium referencyjne Unii Europejskiej dla afrykafiskiego pomoru koni (}) przedstawilo w ramach swojego
programu prac na 2014 r. sprawozdanie dotyczace oceny technicznej metody diagnostycznej okreslonej
w zalgczniku IV do dyrektywy 2009/156/WE. W ocenie przedstawionej Komisji w maju 2015 r., stwierdzono, ze
kompetycyjny test ELISA nie jest juz dostepny, posrednie testy ELISA nie s3 w powszechnym uzyciu, ale moga
by¢ dostarczone w ciggu 4-6 miesiecy od zlozenia wniosku, oraz ze ten blokujacy test ELISA jest dostepny
i powszechnie stosowany do analizy prébek podczas badafi bieglosci organizowanych przez laboratorium
referencyjne Unii Europejskiej na potrzeby diagnozowania afrykanskiego pomoru koni.

(4) W sprawozdaniu wskazano ponadto na przewage rozpoznawania kwasu nukleinowego metodami fancuchowej
reakcji polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR) nad serologicznymi metodami diagnostycznymi, poniewaz
te pierwsze umozliwiajg wykrycie choroby we wczesnym stadium infekcji. Co wigcej, wigkszo§¢ krajowych
laboratoriéw referencyjnych pafstw cztonkowskich Unii Europejskiej stosuje, w tym do diagnozy afrykariskiego
pomoru koni, metody RT-PCR w czasie rzeczywistym, ktére w rocznych badaniach biegloéci przeprowadzonych
w latach 2009-2014 uznano za odpowiednie. Sprawozdanie wskazuje réwniez, ze poza terytorium Unii wiele
laboratoriéw referencyjnych OIE i innych laboratoriéw posiadajacych szczegdlne doswiadczenie w zakresie
afrykafiskiego pomoru koni wprowadzilo co najmniej jedng z metod RT-PCR w czasie rzeczywistym do
wykrywania genomu wirusa afrykanskiego pomoru koni.

(5) W dniach 24-25 listopada 2015 r. na wspdlnych warsztatach laboratoriéw referencyjnych Unii Europejskiej oraz
krajowych laboratoriéw referencyjnych w Ascot (Zjednoczone Krdlestwo) poswigconych afrykanskiemu
pomorowi koni i chorobie niebieskiego jezyka zalecono wlaczenie metod wykrywania wirusa afrykanskiego
pomoru koni z wykorzystaniem tancuchowej reakcji polimerazy z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym
(RT-PCR w czasie rzeczywistym) do zalacznika IV do dyrektywy 2009/156/WE.

() DzU.L192723.7.2010,s. 1.

() http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng[Health_standards/tahm/2.05.01_AHS.pdf

(*) Dyrektywa Rady 92/35/EWG z dnia 29 kwietnia 1992 r. ustanawiajaca zasady kontroli i §rodki zwalczania afrykanskiego pomoru koni
(Dz.U.L157210.6.1992,s.19).


http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.05.01_AHS.pdf

L 280/34 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 18.10.2016

(6)  Chociaz wszystkie dostepne metody wykrywania wirusa afrykanskiego pomoru koni z wykorzystaniem RT-PCR
w czasie rzeczywistym sg wystarczajaco precyzyjne, laboratoria najczesciej stosujg procedure opisang przez
Agiiero i in. (2008) (*). Metoda opisana przez Guthrie i in. (2013) () zostala opracowana specjalnie na potrzeby
zagwarantowania bezpiecznego przewozu koni z obszaréw zagrozonych zakazeniem afrykanskim pomorem koni
po minimalnym okresie kwarantanny wymaganym zgodnie z Kodeksem zdrowia zwierzat ladowych (%) OIE.

(7)  Nalezy zatem wigczy¢ do zalacznika IV do dyrektywy 2009/156/WE metody identyfikacji czynnika chorobot-
worczego i wykrywania przeciwcial jako uzupelniajace metody szybkiego diagnozowania afrykanskiego pomoru
koni.

(8)  Zalacznik IV do dyrektywy 2009/156/WE nalezy zatem zmieni¢, wykreslajac kompetycyjny test ELISA, jak
réwniez aktualizujgc procedury stosowania posredniego i blokujacego testu ELISA zgodnie z rozdzialem 2.5.1
Podrgcznika testow diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych Swiatowej Organizacji Zdrowia
Zwierzat (OIE), wydanie z 2016 r., opartego na wersji przyjetej przez Swiatowe Zgromadzenie Delegatow OIE
w maju 2012 r. (). Jednoczesnie nalezy wlaczy¢ do tego zalacznika procedury RT-PCR w czasie rzeczywistym
opisane przez Agiiero i in. (2008) oraz przez Guthrie i in. (2013) w celu udostepnienia tych testéw na obecno$é
czynnika chorobotwérczego na potrzeby testow realizowanych przed przemieszczaniem.

(9)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ dyrektywe 2009/156/WE.

(10)  Srodki przewidziane w niniejszej decyzji sq zgodne z opinig Stalego Komitetu ds. Roslin, Zwierzat, Zywnosci
i Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DECYZJE:

Artykut 1

Zalgcznik IV do dyrektywy 2009/156/WE zastepuje si¢ tekstem znajdujacym si¢ w zalgczniku do niniejszej decyzji.

Artyku} 2

Niniejsza decyzja skierowana jest do pafistw czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 14 pazdziernika 2016 r.

W imieniu Komisji
Vytenis ANDRIUKAITIS

Czlonek Komisji

(*) M. Agiiero, C. Gomez-Tejedor, M. Angeles Cubillo, C. Rubio, E. Romero i A. Jimenez-Clavero (2008), Test laficuchowej reakeji
polimerazy z odwrotna transkrypcja w czasie rzeczywistym na potrzeby wykrywania wirusa afrykariskiego pomoru koni, J. Vet. Diagn.
Invest., 20, 325-328.

() AJ. Guthrie, NJ. MacLachlan, C. Joone, C.W. Lourens, C.T. Weyer, M. Quan, M.S. Monyai, L.A. Gardner, Diagnostyczna precyzja
dupleksowej taficuchowej reakeji polimerazy z odwrotna transkrypcja w czasie rzeczywistym przy wykrywaniu wirusa afrykanskiego
pomoru koni (ang. Diagnostic accuracy of a duplex real-time reverse transcription quantitative PCR assay for detection of African horse
sickness virus), Journal of Virological Methods, 2013;189(1):30-35.

() http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng[Health_standards/tahc/current/chapitre_ahs.pdf

() Zob. przypis 2.
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ZAELACZNIK

LZALACZNIK IV

AFRYKANSKI POMOR KONI
DIAGNOZOWANIE

CZESC A
Badania serologiczne

Opisana ponizej metoda serologiczna to test immunoenzymatyczny (ELISA) na podstawie pkt 2 sekcji B rozdziatu 2.5.1
Podrecznika testéw diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych, przyjetego przez Swiatowe Zgromadzenie
Delegatéw OIE w maju 2012 r. (wydanie z 2016 r.).

Biatko wirusowe VP7 jest gléwnym antygenem immunogennym wirusa afrykanskiego pomoru koni (AHSV) i wystepuje
w dziewieciu serotypach wirusa AHSV. Rekombinowane biatka AHSV-VP7 okazaly si¢ stabilne, nieszkodliwe i zdatne do
wykorzystania jako antygeny w badaniach ELISA stuzacych wykrywaniu przeciwciat AHSV, dzigki wysokiemu
poziomowi czulosci i swoistosci (Laviada i in., 1992b (!); Maree i Paweska, 2005). Posredni test ELISA oraz blokujgcy
test ELISA to dwa testy ELISA z wykorzystaniem AHS-VP7 odpowiednie do serologicznego diagnozowania afrykanskiego
pomoru koni.

1. Posredni test ELISA na obecno$¢ przeciwcial wirusa afrykafiskiego pomoru koni (AHSV)

Koniugat wykorzystywany w tej metodzie to znakowana peroksydaza chrzanowg antykonska IgG gamma-
globulina reagujaca z surowica koni, muléw i ostéw. W metodzie opisanej przez Maree i Paweske (2005) (3)
jako koniugat wykorzystuje si¢ biatko G, ktdore reaguje tez z surowicg zebry.

Centro de Investigacién en Sanidad Animal (CISA), Hiszpania, moze dostarczy¢ antygeny w ciagu 4—6 miesigcy
od zlozenia wniosku.

1.1. Procedura badania
1.1.1. Faza stala

1.1.1.1. Pokry¢ plytki do testu ELISE rekombinowanym AHSV-4 VP7 rozpuszczonym w weglanowo-dwuweglanowym
buforze, pH 9,6. Plytki inkubowa¢ przez calg noc w temperaturze 4 °C.

1.1.1.2. Umy¢ plytki pie¢ razy woda destylowana zawierajaca 0,01 % (v/v) Tween 20 (roztwor do mycia). Delikatnie
postuka¢ o materiat absorpcyjny w celu usunigcia pozostatoici po myciu.

1.1.1.3. Zblokowa¢ plytki roztworem chlorku sodu buforowanym fosforanami (PBS) pH 7,2 + 5 % (w/v) odtluszczonego
mleka (Nestlé Dry Skim Milk™), 200 pl/basenik przez 1 godzing, w temperaturze 37 °C.

1.1.1.4. Usuna¢ roztwér blokujacy i delikatnie postukaé plytkami o material absorpcyjny.

1.1.2.  Prébki testowe

1.1.2.1. Probki surowicy przeznaczone do testowania oraz dodatnia i ujemng surowicg kontrolna rozpuscié
w stosunku 1 do 25 w PBS + 5 % (w/v) odtluszczonego mleka + 0,05 % (v/v) Tween 20, 100 pl/basenik.
Inkubowad przez 1 godzine w temperaturze 37 °C.

Do miareczkowania przygotowaé podwdjne serie roztwordw, poczawszy od stosunku 1 do 25 (100 pl/basenik),
jedna plytka z surowica na kolumne¢, te same czynnosci nalezy wykonalé w przypadku kontroli dodatnich
i yjemnych. Inkubowal przez 1 godzing w temperaturze 37 °C.

(") M.D. Laviada, P. Roy i ].M. Sanchez-Vizcaino (1992), Dostosowanie i ocena posredniego testu ELISA i testu immunoblot do wykrywania
przeciwcial afrykanskiego pomoru koni. Choroba niebieskiego jezyka, afrykanski pomor koni i powigzanych orbiwiruséw — Materialy
z drugiego migdzynarodowego sympozjum, T.E. Walton i B.I. Osburn, Wyd. CRC Press, Boca Raton, Floryda, USA, s. 646-650.

(* S. Maree i ].T. Paweska (2005), Przygotowanie antygenéw rekombinowanego VP7 wirusa afrykanskiego pomoru koni przy uzyciu
prostej metody i zatwierdzenie posredniego testu ELISA opartego o VP7 do wykrywania konkretnych grup przeciwcial IgG
w surowicach koni, J. Virol. Methods, 125 (1), s. 55-65.
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1.1.2.2. Umy¢ plytki pig¢ razy destylowana woda zawierajaca 0,01 % (v/v) Tween 20 (roztwér do mycia). Delikatnie
postuka¢ o materiat absorpcyjny w celu usunigcia pozostatoici po myciu.

1.1.3.  Koniugat

1.1.3.1. Sporzadzi¢ 100 pl/basenik peroksydaze chrzanowa (HRP) znakowana antykoniskg IgG gamma-globuling
rozpuszczong w PBS + 5 % mleka + 0,05 % Tween 20, pH 7,2. Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze
37 °C.

1.1.3.2. Umy¢ plytki pig¢ razy destylowana woda zawierajaca 0,01 % (v/v) Tween 20 (roztwdr do mycia). Delikatnie
postukaé o material absorpcyjny w celu usunigcia pozostatoci po myciu.

1.1.4.  Chromogen/substrat

1.1.4.1. Doda¢ 200 pl/basenik roztworu chromogenufsubstratu (10 ml z 80,6 mM DMAB (dimetyloaminoben-
zaldehyd) + 10 ml w 1,56 mM MBTH (chlorowodorek hydrazonu 3-methylo-2-benzo-tiazoliny) + 5 pl H,0,).

Rozwdj koloru zostanie powstrzymany poprzez dodanie po okoto 5-10 minutach (zanim kontrola ujemna
zacznie nabiera¢ koloru) 50 ul 3N H,SO,.

Mozna stosowal réwniez inne chromogeny, takie jak: ABTS (kwas 2,2'-azynobis-3-etylobenzotiazolin-6-
sulfonowy), TMB (tetrametylobenzydyna) lub OPD (ortofenylodiamina).

1.1.4.2. Odczytu plytek dokonywaé na 600 nm (lub 620 nm).

1.2. Interpretacja wynikéw

1.2.1.  Ustali¢ warto$¢ graniczng, dodajac do wartosci kontroli ujemnej 0,06 (0,06 to odchylenie standardowe
obliczone na 30-elementowej grupie prébek surowicy ujemnej).

1.2.2.  Probki, ktérych wartosci absorpcji s nizsze od warto$ci granicznej, uznaje si¢ za ujemne.

1.2.3.  Probki, ktorych wartoSci absorpcji sa wyzsze od wartosci granicznej powigkszonej o + 0,15, uznaje si¢ za
dodatnie.

1.2.4.  Probki, ktorych wartosci absorpcji sa umiarkowane, uznaje si¢ za niejednoznaczne i w celu potwierdzenia
wynikow nalezy zastosowaé drugg technike.

2. Blokujacy test ELISA na obecno$é przeciwcial wirusa afrykanskiego pomoru koni (AHSV)

Kompetycyjny blokujacy test ELISA zaprojektowano do wykrywania okreslonych przeciwcial AHSV w surowicy
zwierzat dowolnego gatunku koniowatych, tj. koni, ostéw, zebr i ich krzyzéwek oraz zapobiezenia problemowi
swoisto$ci do§wiadczanemu sporadycznie przy stosowaniu posrednich testéw ELISA.

Test opiera si¢ na zablokowaniu reakcji miedzy rekombinowanym biatkiem VP7 wchtonietym w plytke do testu
ELISA a zespolonym przeciwcialem monoklonalnym wlasciwym dla AHS-VP7. Przeciwciala w surowicy
testowej zablokujg reakcje miedzy antygenem a przeciwcialem monoklonalnym, powodujgc redukcje
intensywnosci koloru. Przeciwcialo monoklonalne skierowane jest takze przeciwko VP7, dlatego badanie
charakteryzuje si¢ wysokim poziomem czulosci i swoistosci.

Kompetycyjny blokujacy test ELISA jest dostepny na rynku.

2.1. Procedura badania
2.1.1. Faza stala

2.1.1.1. Pokry¢ plytki do testu ELISA 50-100 ng rekombinowanego AHSV-4 VP7 rozpuszczonego w weglanowo-
dwuweglanowym buforze, pH 9,6. Inkubowaé przez calg noc w temperaturze 4 °C.

2.1.1.2. Umy¢ plytki trzykrotnie roztworem chlorku sodu buforowanym fosforanami (PBS) 0,1x zawierajagcym 0,135 M
NaCl i 0,05 % (v/v) Tween 20 (PBST). Delikatnie postuka¢ o material absorpcyjny w celu usuniecia pozostatosci
po myciu.
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2.1.2. Prébki testowe i kontrole

2.1.2.1. Prébki surowicy przeznaczone do testowania oraz dodatnig i ujemng surowice kontrolng rozpuszcza sig
w stosunku 1:5 w rozciefczalniku zawierajgcym 0,35 M NaCl, 0,05 % (v/v) Tween 20 i 0,1 % Kathon,
100 pl/basenik. Inkubowal przez 1 godzing w temperaturze 37 °C.

Do miareczkowania przygotowal podwdjne serie roztworéw surowicy testowej, poczawszy od stosunku 1:10
do 1:280 w o$miu basenikach (100 pl/basenik), jedna plytka z surowicg na kolumne, przy czym te same
czynno$ci nalezy wykona¢ w przypadku kontroli dodatnich i ujemnych. Inkubowaé przez 1 godzing
w temperaturze 37 °C.

2.1.2.2. Umy¢ plytki pigciokrotnie roztworem chlorku sodu buforowanym fosforanami (PBS) 0,1x zawierajagcym
0,135 M NaCl i 0,05 % (v/v) Tween 20 (PBST). Delikatnie postukal o material absorpcyjny w celu usunigcia
pozostatosci po myciu.

2.1.3. Koniugat

2.1.3.1. Sporzadzi¢ 100 pl/basenik przeciwciala monoklonalnego anty-VP7 sprzezonego z peroksydazag chrzanows.
Wezesniej to przeciwcialo monoklonalne rozcieficzono w proporgji 1/5 000-1/15 000 w roztworze 1:1
StabiliZyme Select® Stabilizer (SurModics. Ref. SZ03) i wody destylowanej. Inkubowaé przez 30 minut
w temperaturze 37 °C.

2.1.3.2. Umy¢ plytki pieciokrotnie roztworem chlorku sodu buforowanym fosforanami (PBS) 0,1x zawierajacym

0,135 M NaCl i 0,05 % (v/v) Tween 20 (PBST). Delikatnie postukal o material absorpcyjny w celu usunigcia
pozostatosci po myciu.

2.1.4.  Chromogen/substrat
Doda¢ 100 pl/basenik roztworu choromogenu/substratu, tj. 1 ml ABTS (kwasu 2,2'-azynobis-3-etylobenzo-
tiazolin-6-sulfonowego) 5 mg/ml + 9 ml buforu substratowego (0,1 M buforu cytrynianu fosforanu o pH 4,

zawierajacego 0,03 % H,0,), i inkubowal przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Rozwdj koloru
zatrzymuje si¢ przez dodanie 100 pl/basenik 2 % (w/v) SDS (dodecylosiarczanu sodu).

2.1.5.  Odczyt

Odczytywal przy pomocy czytnika ELISA na 405 nm.

2.2. Interpretacja wynikéw

2.2.1.  Okresli¢ wspélczynnik blokowania kazdej probki za pomocg nastepujgcego wzoru, gdzie ,Abs“ oznacza
przeciwciala:

Abs(wzorcowe - ) = Abs(probki)
Abs(wzorcowe ™) — Abs(wzorcowe™)

wspolczynnik blokowania = x 100

2.2.2. Dla prébek wykazujacych warto$¢ wspdtczynnika blokowania wyzszg niz 50 % wynik wykrywania przeciwcial
AHSV uznaje si¢ za dodatni.

2.2.3.  Dla prébek wykazujacych wartos¢ wspétczynnika blokowania nizszg niz 45 % wynik wykrywania przeciwcial
AHSV uznaje si¢ za ujemny.

2.2.4. Dla probek wykazujacych wartos¢ wspdlczynnika blokowania migdzy 45 % a 50 % wynik uznaje si¢ za niejed-
noznaczny i nalezy zbadaé je ponownie. Jezeli wynik ponownie jest niejednoznaczny, zwierzeta nalezy

ponownie poddaé testom na podstawie probek pobranych nie wezesniej niz dwa tygodnie po pobraniu prébek,
ktére okazaly si¢ niejednoznaczne.

CZESC B
Identyfikacja czynnika chorobotwoérczego
Lancuchowa reakcja polimerazy z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym (RT-PCR w czasie rzeczywistym)

Test na obecnos¢ czynnika chorobotwdrczego w oparciu o metody wykrywania kwaséw nukleinowych musi wykazad
szczepy referencyjne z dziewieciu serotyp6w wirusa AHSV.
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Metoda opisana w pkt 2.1 opiera si¢ na pkt 1.2 sekcji B rozdzialu 2.5.1 Podrecznika testéw diagnostycznych
i szczepionek dla zwierzat ladowych, przyjetego przez Swiatowe Zgromadzenie Delegatéw OIE w maju 2012 r.
(wydanie z 2016 r.).

Wszelkie metody wykrywania RT-PCR stosowane do badania probek krwi lub $ledziony w kontekscie dyrektywy
2009/156/WE nalezy wykonywac¢ z dokladnoscia odpowiadajacg co najmniej doktadnos$ci metody opisanej w pkt 2 lub
wigkszg.

Inaktywowane referencyjne szczepy serotypéw 1-9 wirusa mozna otrzymaé z laboratorium referencyjnego Unii
Europejskiej lub z laboratorium referencyjnego OIE w Algete, Hiszpania, zajmujacego si¢ afrykanskim pomorem koni.

1. Izolacja RNA wirusa

W celu zapewnienia odpowiedniej reakcji ekstrakt nalezy pobraé z préby RNA ASHV wysokiej jakosci. Izolacje
kwaséw nukleinowych z prébek klinicznych mozna przeprowadzaé za pomocg réznych metod wiasnych i metod
dostepnych na rynku.

Zestawy dostepne w sprzedazy wykorzystujg inne podejscie do izolacji RNA. Wigkszo$¢ z nich oparta jest na
jednej z nastgpujacych procedur:

— izolacja kwaséw nukleinowych fenolem i chloroformem,
— adsorpcja kwaséw nukleinowych na system filtréw,

— adsorpcja kwaséw nukleinowych na kulki magnetyczne.
Nizej podano przyktad metody wlasnej izolacji RNA:

1.1. 1 g prébki tkanki homogenizuje si¢ w 1 ml roztworu czynnika denaturujgcego (4 M tiocyjanianu guanidyny,
25 mM cytrynianu sodu, 0,1 M 2-merkaptoetanolu, 0,5 % sarkozynianu laurylosiarczanu sodowego).

1.2.  Po odwirowaniu do supernatantu dodaje si¢ 1 pg RNA drozdzy; 0,1 ml 2 M octanu sodu, pH 4,1; 1 ml fenolu
i 0,2 ml mieszaniny alkoholowej chloroformu/alkoholu izoamylowego (49/1).

1.3.  Zawiesing wstrzasa si¢ energicznie, a nastgpnie schladza na lodzie przez 15 minut.

1.4, Po odwirowaniu RNA obecny w fazie wodnej jest ponownie zawieszony w sterylnej wodzie, wolny od fenolu,
a etanol jest wytracony.

2. Procedura RT-PCR w czasie rzeczywistym
2.1.  Swoisty grupowo RT-PCR w czasie rzeczywistym, Agiiero i in., 2008 (')

Ten swoisty grupowo RT-PCR w czasie rzeczywistym ukierunkowany jest na VP7 AHSV i umozliwia wykrywanie
wszystkich znanych krazacych obecnie serotypéw i szczepéw AHSV. Byt on stosowany z bardzo dobrymi
wynikami przez krajowe laboratoria referencyjne panstw czlonkowskich Unii Europejskiej uczestniczgcych
corocznie w badaniach bieglo$ci organizowanych przez laboratorium referencyjne Unii Europejskiej w latach
2009-2015. Protokét ten znalazt si¢ ponadto posréd najlepiej ocenionych w miedzynarodowym poréwnaniu
miedzylaboratoryjnym zorganizowanym w 2015 r. w ramach sieci laboratoriéw referencyjnych OIE.

Sekwencje startera i sondy na potrzeby wykrywania wiruséw gatunku AHSV:
— starter sensowny 5'-CCA-GTA-GGC-CAG-ATC-AAC-AG-3’

— starter antysensowny  5'-CTA-ATG-AAA-GCG-GTG-ACC-GT-3’

— sonda TagMan® MGB  5’-FAM-GCT-AGC-AGC-CTA-CCA-CTA-MGB-3’

2.1.1. WyjSciowe stezenie startera rozcieficza si¢ do stezenia roboczego 8 puM (,zapas roboczy startera 8 pM-),
natomiast sondg rozcieficza si¢ do stezenia roboczego 50 pM (,zapas roboczy sondy 50 puM*). Forma plytki do
badan winna by¢ odpowiednio zaprojektowana i wprowadzona do oprogramowania urzadzenia do PCR w czasie
rzeczywistym. Stosujgc forme jako wskaznik, 2,5 pl kazdego startera z zapasu roboczego 8 uM dodaje si¢ do
kazdego basenika zawierajacego probki RNA, kontrole dodatnie lub ujemne (koficowe stezenie startera w 20 pl
RT-PCR mix wynosi¢ bedzie 1 pM). Plytke trzyma si¢ na lodzie.

(") M. Agiiero, C. Gomez-Tejedor, M. Angeles Cubillo, C. Rubio, E. Romero i A. Jimenez-Clavero (2008), Laficuchowa reakcja polimerazy
z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym na potrzeby wykrywania wirusa afrykanskiego pomoru koni, J. Vet. Diagn. Invest., 20,
s. 325-328.
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2.1.2. 2 pl wyizolowanego RNA (prébki do testow i kontrola dodatnia) lub 2 ul wody wolnej od RNaz, ktérej wynik
badain byl ujemny, miesza si¢ ze starterem sensownym i antysensownym. Mieszanina ta poddawana jest
denaturacji przez ogrzewanie w temperaturze 95 °C przez 5 minut, a nastgpnie szybkie schfodzenie na lodzie
przez co najmniej 5 minut.

2.1.3. Wiasciwa objeto$¢ Master Mix do jednoetapowego RT-PCR w czasie rzeczywistym na liczbe prébek do badania
przygotowuje si¢ wedtug instrukgji producenta. 0,1 pl z 50 pM zapasu roboczego sondy dodaje si¢ do kazdego
basenika zawierajgcego prébki RNA (w kazdym baseniku zawierajgcym probki RNA koncowe stezenie sondy
wynosi¢ bedzie 0,25 pM). 13 pl Master Mix do jednoetapowego RT-PCR w czasie rzeczywistym rozdziela si¢ do
kazdego basenika plytki PCR, zawierajacego zdenaturowane startery i RNA.

2.1.4. Plytke umieszcza si¢ termocyklerze do analizy PCR w czasie rzeczywistym zaprogramowanym na odwrotng
transkrypcje i amplifikacje cDNA/detekcje fluorescencyjng. Warunki amplifikacji polegaja na tym, Ze pierwszy
etap odwrotnej transkrypcji odbywa si¢ w temperaturze 48 °C przez 25 minut, nastepnie 10 minut przy 95 °C
(whot start) i 40 cykli po 15 sekund w temperaturze 95 °C, 35 sekund w temperaturze 55 °C i 30 sekund
w temperaturze 72 °C (lub 40 cykli w temperaturze 97 °C przez 2 sekundy i 55 °C przez 30 sekund, jezeli
odczynniki i termocykler umozliwiajg stosowanie szybkich reakgji). Fluorescencja czasteczek pojawia si¢ na
koniec etapu 55 °C.

2.1.5. Jezeli uzyskane krzywe amplifikacji s3 nietypowe, badanie uznaje si¢ za niewazne i nalezy je powt6rzy¢.

Prébki uznaje si¢ za dodatnie, jezeli wartosci Ct (numer cyklu, pod ktérym fluorescencja wytworzona w reakcji
przekracza prog fluorescencji) nie przekraczajg okreslonego progu Ct (35) w ciagu 40 cykli PCR (Ct < 35).

Probki uznaje si¢ za niejednoznaczne, jezeli w 40 cyklach PCR warto$¢ Ct jest wyzsza od okreslonego progu
Ct (35) (Ct = 35).

Prébki uznaje si¢ za ujemne, jezeli uzyskana krzywa amplifikacji jest horyzontalna i nie przekracza progu
w ciggu 40 cykli PCR.

2.2, Swoisty grupowo RT-PCR w czasie rzeczywistym, Guthrie i in., 2013 ()

RT-PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond FRET (ang.: Forster Resonance Energy Transfer) do
wykrywania kwasu nukleinowego AHSV.

Test RT-PCR na obecno$¢ AHSV zaprojektowano z zastosowaniem sekwencji wielu krazgcych obecnie szczepéw
AHSV (Quan i in.,, 2010 (3). Obejmuje on takze syntetyczny test kontroli zewngtrznej przeprowadzony przez
producenta, aby sprawdzi¢ prawidlowy przebieg oznaczania skladnikéw.

Zestawy do jednoetapowego RT-PCR w czasie rzeczywistym sa dostepne w handlu. Ponizej kilka podstawowych
krokéw wg opisu Guthriego i in. (2013), ktére mozna modyfikowal w zaleznosci od wymogéw lokalnych lub
wymogdéw dla konkretnego przypadku, dostepnych zestawdw i urzadzen.

Sekwengcje startera i sondy na potrzeby wykrywania wiruséw gatunku AHSV:
— starter sensowny 5'-AGA-GCT-CTT-GTG-CTA-GCA-GCC-T-3’
— starter antysensowny  5'-GAA-CCG-ACG-CGA-CAC-TAA-TGA-3’

— sonda TagMan® MGB  5'-FAM-TGC-ACG-GTC-ACC-GCT-MGB-3’

2.2.1. Roztwory podstawowe mieszaniny startera i sondy przygotowuje si¢ w stezeniu o 25-krotnej wartosci stezenia
dla 5 pM starteréw sensownych i antysensownych oraz 3 pM dla sondy. Forma plytki do badain winna by¢
odpowiednio zaprojektowana i wprowadzona do oprogramowania urzadzenia do PCR w czasie rzeczywistym.
Stosujgc forme jako wskazowke, 5 pl probek RNA, w tym probki do testéw oraz kontrole dodatnie i ujemne,
dodaje si¢ do odpowiednich basenikéw plytki, w zaleznosci od formy.

2.2.2. RNA poddaje si¢ denaturacji przez ogrzewanie w temperaturze 95 °C przez 5 minut, a nastepnie szybkie
schlodzenie na lodzie przez co najmniej 3 minuty.

(") AJ. Guthrie, N.J. MacLachlan, C. Joone, C.W. Lourens, C.T. Weyer, M. Quan, M.S. Monyai, LA. Gardner, Diagnostyczna precyzja
dupleksowej tanicuchowej reakeji polimerazy z odwrotna transkrypcja w czasie rzeczywistym przy wykrywaniu wirusa afrykanskiego
pomoru koni (ang. Diagnostic accuracy of a duplex real-time reverse transcription quantitative PCR assay for detection of African horse sickness
virus), Journal of Virological Methods, 2013;189(1):30-5.

() M. Quan, C.W. Lourens, N.J. MacLachlan, LA. Gardner, A.J. Guthrie, 2010, Rozwdj i optymalizacja dupleksowej iloSciowej tanicuchowej
reakcji polimerazy z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym ukierunkowanej na VP7 i geny NS2 wirusa afrykanskiego pomoru
koni, J. Virol. Methods 167, s. 45-52.
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2.2.3. Wlasciwa objetos¢ Master Mix do jednoetapowego RT-PCR w czasie rzeczywistym na liczbe prébek do badania
przygotowuje si¢ wedlug instrukcji producenta. 1 pl 25-krotnej wartosci roztworu podstawowego startera
i sondy (z pkt 2.2.1 powyzej) dodaje si¢ do Master Mix w celu uzyskania w kazdym baseniku koficowego
stezenia 200 nM dla kazdego startera i 120 nM dla sondy. 20 ul Master Mix rozdziela si¢ do kazdego basenika
plytki PCR, zawierajacego zdenaturowany RNA.

2.2.4. Plytke umieszcza si¢ w termocyklerze do analizy PCR w czasie rzeczywistym zaprogramowanym na odwrotng
transkrypcje i amplifikacje ¢cDNA/detekcje fluorescencyjng, zgodnie z zaleceniami producentéw. Warunki
amplifikacji polegaja np. na tym, ze pierwszy etap odwrotnej transkrypcji odbywa si¢ w temperaturze 48 °C
przez 10 minut, a nastgpnie przez 10 minut w temperaturze 95 °C i 40 cykli po 15 sekund w temperaturze
95 °C i 45 sekund w temperaturze 60 °C.

2.2.5. Prébki uznaje si¢ za dodatnie, jesli znormalizowana fluorescencja w teScie RT-PCR na obecno$¢ AHSV
przekracza prog 0,1 w ciagu 36 cykli PCR we wszystkich kontrprébach.

Probki uznaje si¢ za niejednoznaczne, jeSli znormalizowana fluorescencja w tescie RT-PCR na obecno$¢ AHSV
przekracza prég 0,1 w ciggu 36-40 cykli PCR w jakiejkolwiek kontrprébie.

Probki uznaje si¢ za ujemne, jezeli znormalizowana fluorescencja w tescie RT-PCR na obecno$¢ AHSV nie
przekracza progu 0,1 w ciggu 40 cykli PCR we wszystkich kontrprébach oraz jezeli znormalizowana fluores-
cencja w syntetycznym te$cie kontroli zewngtrznej przeprowadzonym przez producenta przekroczyla prog 0,1
w ciggu 33 cykli PCR.”
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