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Zestaw testowy do jakosciowego wykrywania wirusa zdeformowanych
skrzydet (DWV), wirusa ostrego paralizu pszcz6t (ABPV) i wirusa choroby
woreczkowej czerwiu (SBV) u pszczét/ w czerwiu pszczelim.

Diagnostyka in vitro
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Skroty

ABPV  Wirus ostrego paralizu pszcz6t (Acute bee paralysis virus)
DWV  Wirus zdeformowanych skrzydet (Deformed wing virus)
LF Przeptyw boczny (Lateral flow)

LK Linia KONTROLNA

LT Linia TESTOWA

MB Mieszanka buforu

SBV Wirus choroby woreczkowej czerwiu (Sacbrood virus)
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1. WPROWADZENIE

Pszczoty miodne (Apis mellifera) nalezg do 3 najwazniejszych zwierzat hodowlanych na
Swiecie, zapylajgc szerokg game upraw i roslin ozdobnych. Ta wazna rola ekosystemowa
jest niezbedna dla zréwnowazonego, produktywnego rolnictwa i utrzymania ekosystemu
pozarolniczego. Dlatego tez monitorowanie zdrowia i zywotnosci rodzin pszczelich odgry-
wa kluczowa role. Oprécz licznych pasozytéw i grzybéw (np. Varroa destructor i Nosema
spp.), wirusy (np. wirus zdeformowanych skrzydet DWV, wirus ostrego paralizu pszczot
ABPV, wirus choroby woreczkowej SBV) stanowig ogromne zagrozenie dla zdrowia i do-
brostanu pszczot.

Wirus DWV, wywotany przez stres (silna inwazja V. destructor, brak pozywienia, niepra-
widtowe zarzgdzanie rodzing), moze powodowac charakterystyczne objawy choroby (skur-
czone, nielotne skrzydta, zmniejszony rozmiar ciata, przebarwienia u dorostych pszczét).
Wirus SBV powoduje znaczace zmiany morfologiczne czerwiu (brak przepoczwarzenia,
gromadzenie sie wodnistego ptynu z czesciowo roztozong larwa, ktéra ma posta¢ wo-
reczka, przebarwienie larwy z pertowobiatego do bladozoitego, wysychanie zamartej larwy,
ktéra przypomina ciemnobrgzowa tuske o ksztaicie t6deczki). U pszczot dorostych infekcja
rozwija sie bez widocznych objawow choroby, charakteryzujac sie jedynie skrocong dtu-
goscig zycia.

Wirus ABPV namnaza sie gtéwnie w poczwarkach. Po aktywacji (przez inwazje roztoczy,
infekcje bakteryjne, zanieczyszczenie srodowiska, chemikalia, insektycydy, itp.) infekcja
charakteryzuje sie szybko postepujgcym paralizem, drzeniem, brakiem aktywnosci lotnej,
stopniowym ciemnieniem i utratg wtoséw z klatki piersiowej i odwtoka oraz szybkg $miercig
u dorostych pszczot.

Liczne badania wskazujg, ze istnieje wzajemny zwigzek miedzy poziomem inwazji V. de-
structor (pasozytniczego roztocza Varroa) a niektérymi chorobami wirusowymi (zwlaszcza
DWV, ABPV, SBV). Roztocze V. destructor stanowi wektor przenoszenia tych wiruséw. Ta
$miertelna kombinacja jest uwazana za gtéwna przyczyne strat zimowych! DWV wykazuje
najlepszg korelacje miedzy poziomem inwazji Varroa a obcigzeniem wirusem.

W celu oceny i powstrzymania strat zimowych, bezposrednie wykrywanie wirusa na miej-
scu przy uzyciu FASTest® BEE 3T jest szybkim i tatwym narzedziem diagnostycznym dla
pszczelarza. W przypadku wyniku pozytywnego, niezaleznie od tego, ktory test na obec-
nos¢ wirusa jest pozytywny, strategia zwalczania warrozy (status warrozy) w ulu powinna
zosta¢ zweryfikowana zgodnie z wytycznymi danego kraju.

2. ELEMENTY ZESTAWU TESTOWEGO

1 zestaw testowy FASTest® BEE 3T zawiera:

— 2% 10**, 25%** Jub 50****x3 paskow testowych pokrytych przeciwciatami monoklonalnymi
przeciwko DWV, ABPV lub SBV

— *2, **10, ***25 lub ****50 butelki z zakraplaczem A z 1,5 ml rozcienczalnika buforowego
kazda

— *2,**10, ***25 lub ****probowki z wyciskaczem

— 1 peseta

— 1 instrukcja obstugi
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3. STABILNOSC | PRZECHOWYWANIE

z Data waznosci

Jﬂi Przechowywac w — patrz etykieta

temperaturze 15-25°C
15-25°C

N i
Diagnostyka in vitro LOT | Numerpart

I Nie nalezy uzywac sktadnikow
zestawu testowego z réznych
zestawow, numerow partii lub po
uptywie podanej daty waznosci.

Nalezy doktadnie przestrze-
gac instrukcji obstugi

4. ODPOWIEDZIALNOSC

Calkowite ryzyko zwigzane z dziataniem tego produktu ponosi nabywca. Producent
nie ponosi odpowiedzialnosci za jakiekolwiek szkody posrednie, szczegélne lub
wtorne wynikajace z uzytkowania tego produktu.

5. ZASADA TESTU

FASTest® BEE 3T opiera sie na immunochromatograficznej zasadzie.

Antygeny wirusow DWV, ABPV i SBV obecne w pszczole bedg reagowa¢ w koniugacie
ze specyficznymi, ruchomymi przeciwciatami, ktore sg sprzezone z czasteczkami ztota
koloidalnego. Te kompleksy antygen-przeciwciato migrujg (,przeptyw boczny*, LF) wzdtuz
btony nitrocelulozowej i wigzg sie z utrwalonymi, monokolonalnymi przeciwciatami antywi-
rusowymi, tworzgc rézowo-fioletowa linie — linia TESTOWA (LT).

Prawidtowa procedura testowa zostanie zasygnalizowana druga, rézowo-fioletowg linig
KONTROLNA (LK).

Wykrywanie antygenu (wirusa)

Pszczota z wirusami

m Wirus  \zZ .
N | a [
Koniugat 2\ **f\\\

h
Podkfadka  Podkfadka Linia testowa Linia kontrolna Podkfadka
absorpcyjna  sprzezona absorpcyjna

1
»

Przebiea proby
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6. SRODKI OSTROZNOSCI

e Ze wzgledow higienicznych zaleca sie noszenie jednorazowych rekawiczek i innych
$rodkdw ochrony osobistej (odziez ochronna, ewentualnie maska na twarz). Po zakon-
czeniu testu nalezy umy¢ i zdezynfekowac rece.

e Oznacz materiat probki, probowki i powigzane paski pomiarowe, aby zapewni¢ precy-
zyjne przypisanie.

» Dla kazdej probki nalezy uzy¢ nowej probowki i nowych paskéw pomiarowych.

* Rozcienczalnik buforu zawiera niskie stezenie toksycznego azydku sodu jako $rodka
konserwujgcego, dlatego nalezy unika¢ kontaktu ze skorg / oczami i/ lub potkniecia.

e Materiat prébki wraz z uzywanymi komponentami zestawu testowego, musi by¢ po-
strzegany jako potencjalnie zakazny i odpowiednio utylizowany oraz bezpieczny dla
pszczot po zakonczeniu testow.

7. PRZYKELADOWY MATERIAL

a. Nalezy pamieta¢, ze materiat probki, jak réwniez wszystkie uzywane elementy ze-
stawu testowego, powinny osiggnac¢ temperature pokojowa (15-25°C) w momencie
aplikacji.

b. Do testdw mozna uzy¢ 5 pszczot lub czerwiu pszczelego (larwy, poczwarki), ktore
mozna zebra¢ za pomocg dotgczonej pesety i umiesci¢ w probowce z prébka.

c. Przed uzyciem dobrze zmiazdzy¢ pszczoty/czerw pszczeli za pomocg wyciskarki i
zapewni¢ rownomierne wymieszanie.

8. PRZYGOTOWANIE DO TESTU

1. Przed rozpoczeciem testu nalezy uwaznie przeczytaé instrukcje obstugi.

2. Aby wyniki byly wiarygodne, nalezy doktadnie przestrzegaé instrukcji ob-
stugi. Przeprowadzi¢ test doktadnie krok po kroku.

8.1. OGOLNE

»  Na krotko przed uzyciem wyjg¢ paski testowe z foliowej torebki.

» Dobrze wymieszac¢ rozcienczalnik buforu bezposrednio przed uzyciem (obraca¢ butel-
ka z zakraplaczem bez wytwarzania piany).

* Raz uzyte paski nie moga by¢ ponownie uzyte.

*  Nie wolno uzywa¢ uszkodzonych elementéw zestawu testowego.

8.2. PRZYGOTOWANIE PROBKI

1. Otworzy¢ probéwke i dodac pie¢ pszczot / czerwiu pszczelego (larwy, poczwarki) do
jej zagtebienia (rys. 1).

2. Woycisng¢ materiat pszczeli poprzez kilkukrotne szczelne zamknigcie niebieskiej na-

sadki z dotgczonym wyciskaczem na probowce z probka (rys. 2).
»
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3.

Ponownie otworzyé prébowke. Wzig¢ jedng butelke z zakraplaczem A, ztamaé kon-
cowke (rys. 3) i doda¢ caty rozcienczalnik buforowy (1,5 ml) do probéwki z pszczo-
tami/ czerwiem pszczelim. W przypadku pozostatosci pszcz6t na wyciskaczu, pozwo-
lic, aby kilka kropel sptyneto przez wyciskacz do probéwki (rys. 4).

Wymieszaé jednorodnie wycisniety materiat pszczeli z rozcienczalnikiem buforowym
poprzez kilkukrotne przekrecenie i odkrecenie niebieskiej nasadki (patrz rys. 2).
Zdja¢ wyciskacz z zakretki. Zakreci¢ nakretke na probowke i pozostawi¢ mieszanine
buforu (MB) na ptaskiej powierzchni na co najmniej dwie minuty, aby umozliwi¢ osa-
dzenie sie gruboziarnistych czastek pszczét (czas sedymentaciji).

rys.1 rys.2 rys.3 rys.4
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9. PROCEDURA TESTOWA
1. Na krotko przed uzyciem wyjaé paski testowe z foliowej to- rys.5
rebki.
2. Umiesci¢ trzy paski testowe ostroznie réwnolegle, pionowo i
zgodnie z kierunkiem strzatek w prébéwce. Przednie czesci el
paskéw testowych nie moga sie stykaé. Poziom ptynu (me-
nisk) nie moze przekraczac niebieskich grotow strzatek (rys.6). l I I i
Teraz rozpoczyna sie czas inkubaciji wynoszacy 10-15 minut. Roztwor  z
L . e . . . 1+— nad osadu
3. Wyjgc¢ paski testowe z prébowki, gdy rézowo-fioletowa linia q
KONTROLNA (LK) stanie sie widoczna (patrz rys. 6/7). Jesli ~—-“‘Z_ Osa
LK nie pojawi sie po 2 minutach, nalezy przygotowa¢ nowy MB z nowymi pszczotami /
czerwiem pszczelim i podda¢ go sedymentacji przez co najmniej 5 minut. Paski nalezy
trzymac wytagcznie w roztworze znad osadu, dopoki LF nie osiggnie LK.
4. Umiesci¢ paski testowe na ptaskiej i poziomej powierzchni w celu inkubacji.
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10. ODCZYT WYNIKOW TESTU

Wynik testu nalezy odczytac po czasie inkubacji wynoszgcym 10-15 minut.
Po uplywie tego czasu nie wolno interpretowac wynikow testu.

POZYTYWNY WYNIK TESTU (rys.6)
Pojawia sie r6zowo-fioletowa linia TESTOWA (LT) o dowolnej intensywnosci (od bardzo
stabej do bardzo intensywnej) oraz rozowo-fioletowa linia KONTROLNA (LK).

rys.6 [l ) W—>] |

LK LT

UJEMNY WYNIK TESTU (rys.7)
Pojawia sie tylko rozowo-fioletowa linia KONTROLNA (LK). Linia ta wskazuje, niezaleznie
od jej intensywnosci, ze test zostat przeprowadzony prawidtowo.
1ys.7 P72 | — ]
LK
NIEPRAWIDLOWY WYNIK TESTU (rys.8)
Brak widocznej linii KONTROLNEJ. Test nalezy powtérzy¢ przy uzyciu nowych paskow
testowych.

1ys.8 QL TN —1 1 22222227 —1 1
LT

11. INFORMACJE DOTYCZACE INTERPRETACJI

» Interpretacja wyniku testu powinna zawsze opiera¢ sie na wczesniejszym wywiadzie,
widocznych objawach choroby, mozliwosciach terapii i profilaktyki.

*  Wszelkie nieopisane zmiany koloru lub konturu LT i LK (np. szarawe, cieniste pota-
czenia) nalezy uznac za niespecyficzne reakcje, a zatem za negatywny wynik testu.

*  Pozytywne wyniki testu mozna zaobserwowac¢ w ciggu 10 minut, w zaleznosci od ste-
Zenia antygenu w probce.

e LT moze rozni¢ sie zaréwno intensywnoscia, jak i szerokoscia. Dlatego kazda r6zowo-
-fioletowa linia, ktéra pojawi sie w wymaganym czasie inkubacji, musi by¢ interpreto-
wana jako pozytywny wynik testu.

e W przypadku watpliwych, bardzo stabo dodatnich r6zowo-fioletowych linii TEST i wy-
raznie rozpoznawalnych objawéw klinicznych zaleca sie wykonanie testu potwierdza-
jacego w laboratorium.

» Pozostata objetos¢é (MB) moze zosta¢ wykorzystana do potwierdzenia za pomocg te-
stu PCR (wystanie do laboratorium).

»
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DWV ABPV SBV Interpretacja Status wirusa
Wiosna | negatyw- | negatyw- | negatyw- | Rodzina ,wolna od | idealny
ny ny ny wirusa“ lub ponizej
granicy wykrywal-
nosci testu
Lato negatyw- | negatyw- | negatyw- | Rodzina ,wolna od | idealny
ny ny ny wirusa“ lub ponizej
granicy wykrywal-
nosci testu
Jesien negatyw- | negatyw- | negatyw- | Rodzina ,wolna od | Idealna — bardzo
ny ny ny wirusa“ lub ponizej | dobra strategia
granicy wykrywal- | zarzadzania
nosci testu

Co najmniej 1 lub wiecej
pretéw pomiarowych jest lekko
dodatnich

Rodzina z rosng-
cym tadunkiem
wirusa

Rodzina z coraz
wiekszym obcigze-
niem wirusem

Co najmniej 1 lub wiecej
pretéw pomiarowych wyraznie
dodatnich

Pilny przeglad stra-
tegii zarzgdzania

FASTest® BEE 3T moze by¢ uzywany wytgcznie jako dodatkowe narzedzie diagnostycz-
ne do monitorowania warrozy.

Uwaga dotyczgca negatywnego wyniku szybkiego testu

— pobrana probka jest w 100% wolna od wiruséw lub stezenie wirusow moze by¢ ponizej
granicy wykrywalnosci testu

— pobrana prébka nie musi by¢é w 100% wolna od roztoczy V. destructor.

Uwaga dotyczgca pozytywnego wyniku szybkiego testu

— po pojedynczym pozytywnym tescie i dalszych dziataniach podejmowanych przez
pszczelarzy, FASTest® BEE 3T moze nadal dawac¢ wynik pozytywny przez pewien czas
po ponownym tescie (ilo$¢ wirusa nadal powyzej granicy wykrywalnosci),

— w przypadku wyniku pozytywnego, niezaleznie od tego, ktory test na obecnosé wirusa
jest pozytywny, nalezy sprawdzi¢ strategie zwalczania warrozy w rodzinach zgodnie z
wytycznymi danego kraju.

Wazne:

Wszystkie rodziny pszczele, ktére padly z nieznanej przyczyny, mozna zbada¢ za pomocg
FASTest® BEE 3T. W ten spos6b mozna wydedukowaé rzeczywistg przyczyne $mierci.
Jesli wynik testu jest silnie pozytywny (zwtaszcza DWV), oznacza to zbyt wysokg inwazje
roztoczy. W takim przypadku rodzina najprawdopodobniej zgineta z powodu warrozy +
DWV i prawdopodobnie niewystarczajgcego letniego leczenia przeciwko roztoczom warro-
zy. Dlatego tez inwazje warrozy nalezy sprawdzi¢ w nastepnym sezonie.





