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1. Wstep
Afrykanski pomor §win (african swine fever - ASF) jest wyjatkowo
grozna, niculeczalna, wysoce zakazng 1 zarazliwa, wirusowa chorobg Swin
domowych oraz dzikow.
Choroba zwalczana jest wyltacznie metodami administracyjnymi.
Podstawg wdrozenia procedury administracyjnej jest potwierdzenie
podejrzanych przypadkéw badaniami laboratoryjnymi.
W rozpoznawaniu ASF istotng role odgrywaja badania wirusologiczne
(molekularne) oraz badania serologiczne.
W celu wiasciwego rozpoznania choroby wazny jest wybdr odpowiednich
probek do badan, ich prawidlowe pobranie, zapakowanie 1 przestanie do
laboratorium.

1.1 Cel procedury
Okreslenie  rodzaju probek, =zasad pobierania materiatu do
diagnostycznych badan laboratoryjnych w kierunku ASF oraz jego
przesytania do laboratorium.

1.2 Zakres stosowania
Prébki surowicy/krwi oraz narzadow wewnetrznych swin i/lub dzikéw.

1.3 Specyficzne definicje zwigzane z procedura

Badanie serologiczne - wykrywanie obecnosci przeciwcial w probkach
surowicy/krwi §win i/lub dzikow.

Badanie wykonuje si¢ metoda ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay). Jezeli w badanej prébce uzyska si¢ wynik watpliwy - tzn. jezeli
badanej prébki nie mozna jednoznacznie okresli¢ jako dodatnig lub
ujemna, zgodnie z interpretacja zawartg w instrukcji producenta zestawu
ELISA, wowczas probke t¢ bada si¢ ponownie. Jesli powtérne badanie
probki ponownie da wynik watpliwy zleca si¢ powtdrne pobranie probki
od tego samego zwierzgcia 1 poddanie jej badaniu. Jesli ponowne pobranie
probki nie jest mozliwe lub badanie nowej probki uzyskanej od tego
samego zwierzecia wykaze po raz kolejny wynik watpliwy, taka probke
nalezy zbada¢ innymi metodami, zgodnie z zaleceniami Podrgcznika
diagnostycznego (Decyzja Komisji 2003/422/WE) oraz podrecznika OIE
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals,
rozdzial ,,African swine fever”.




Procedura strona: 4  stron: 10

Edycja |

POBIERANIA 1 PRZESYLANIA PROBEK
DO LABORATORYJNYCH BADAN

DIAGNOSTYCZNYCH W KIERUNKU 2044 6h. Q)

AFRYKANSKIEGO POMORU SWIN

Obowiazuje od dnia:

Badanie wirusologiczne (molekularne) - wykrywanie obecnosci materiatu
genetycznego wirusa ASF w prdobkach surowicy/krwi i/lub wycinkach
narzadow wewnetrznych $win 1/lub dzikow.

Badanie wykonuje sie testem PCR (polymerase chain reaction). Jezeli w
badanej probce uzyska sie wynik watpliwy - tzn. jezeli badanej probki nie
mozna jednoznacznie okresli¢ jako dodatnia lub ujemna, zgodnie z
interpretacja zawarta w wykorzystywanej przez laboratorium procedurze
badawczej, wowczas probke te bada sie ponownie. Jesli powtdrne badanie
probki ponownie da wynik watpliwy zleca si¢ powtdrne pobranie probki
od tego samego zwierzecia i poddanie jej badaniu. JeSli ponowne
pobranie probki nie jest mozliwe lub badanie nowej probki uzyskanej od
tego samego zwierzecia wykaze po raz kolejny wynik watpliwy, taka
probke nalezy zbadaé innym testem, zgodnie z zaleceniami Podrgcznika
diagnostycznego (Decyzja Komisji 2003/422/WE) oraz podrecznika OIE
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals,
rozdziatl ,,African swine fever”.

1.4 Osoby/osoba odpowiedzialna za stosowanie procedury
Upowaznieni pracownicy Inspekcji Weterynaryjnej (IW) lub inne osoby
wyznaczone przez organy [W.

1.5 Wymagania dotyczace personelu pobierajacego material do
diagnostycznych badan laboratoryjnych
Personel pobierajacy materiat do diagnostycznych badan laboratoryjnych
powinien posiada¢ odpowiednie kwalifikacje, kompetencje oraz
do$wiadczenie w zakresie prac zwiazanych z niniejszg procedura.

1.6 Wymagane srodKki ostroznosci

Personel pobierajgcy i przesytajacy materiat do diagnostycznych badan
laboratoryjnych w kierunku ASF powinien przestrzega¢ zasad pobierania,
przechowywania, pakowania oraz przesylania materiatu, zawartych w
niniejszej procedurze. Szczegdlnie istotne jest zwrocenie uwagi na wybor
wlasciwych  probek, sposéb pakowania probek — gwarantujacy
bezpieczenstwo oraz zachowanie wymagane] jakosci probek, a takze
warunki ich transportu.
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3.

Materialy potrzebne do pobierania prébek
Sterylne pojemniki podstawowe, najlepiej plastikowe, zamykane szczelng
nakretka.

Sterylne probowki: bez antykoagulantu jesli chcemy uzyskac surowicg do
badan serologicznych; lub z EDTA, jesli chcemy uzyskac petng krew do
badan wirusologicznych/molekularnych.

Strzykawki rdéznych rozmiaréw oraz dostosowane do nich igly,
odpowiednio dobrane w zaleznosci od miejsca pobierania probek i
wielkosci badanej Swini.

Noz, skalpel, nozyczki, pinceta.

Szczelnie zamykane kontenery do transportu pojemnikow podstawowych
z probkami i probowek z krwia, oddzielne dla kazdego zwierzecia.
Kontenery oraz pojemniki podstawowe muszg by¢ wyraznie oznakowane.

Wktady chtodzace.

Materialy pochlaniajace wilgo¢ (bibuta, lignina, wata, gabka, recznik
papierowy).

Suchy 16d (gdy wymagane jest zamrozenie probki).

Etykiety i pisaki wodoodporne, plastikowe koszulki na dokumentacjg.

Zwierzgta objete pobieraniem probek

3.1 Zywe $winie

Do badan laboratoryjnych pobiera si¢ probki krwi pelnej i surowicy od
zywych §wifi wykazujacych objawy chorobowe.

3.2 Padle Swinie i dziki

Do badan laboratoryjnych pobiera si¢ wycinki tkanek od zwierzat
wykazujacych zmiany patologiczne wskazujace na chorobg zakazng, oraz,

jesli jest to mozliwe, probki krwi petne;.

3.3 Odstrzelone dziki

Do badan laboratoryjnych pobiera si¢ probki surowicy 1 krwi petnej i/lub
wycinki tkanek.
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4. Rodzaj pobieranego materialu, zaleznie od rodzaju badan
laboratoryjnych, sposob pobrania materialu i jego konserwacja

4.1. Krew

Krew moze by¢ pobrana z zyly czczej przedniej lub jarzmowe;j
ewentualnie podczas sekcji.

Miejsca, z ktorych pobierane sa probki krwi nalezy oczy$ci¢ lub optukad
woda bez detergentéw i srodkéw dezynfekcyjnych. Miejsca te nie moga
by¢ odkazane poniewaz nawet nieznaczna ilos¢ $rodka odkazajacego
moze inaktywowac wirusa.

Krew nalezy pobiera¢ igla jednorazowa do sterylnej probowki (lub
tubostrzykawki).

Po pobraniu krew nalezy stopniowo schtodzi€. Nie wolno zamrazaé petnej
krwi, ktéra zawiera antykoagulant. Probki surowicy moga by¢ zamrozone.

4.1.1 Krew do badan wirusologicznych
Do badan wirusologicznych pobiera si¢ krew do probdwek z dodatkiem
srodka zapobiegajacego krzepliwosci (np. sole EDTA), nalezy pobraé 2-3
ml krwi. Probowki z krwiag 1 z antykoagulantem nalezy dobrze
wymieszac.
Krew do badan wirusologicznych nalezy pobra¢ od zywych zwierzat w
szczycie choroby lub od padtych i /lub odstrzelonych dzikow.

4.1.2. Krew do badan serologicznych
Do badan serologicznych pobiera sie krew do probowek bez dodatku
srodka zapobiegajacego krzepliwo$ci. Nalezy pobra¢ 5 ml krwi.
Krew do badan serologicznych nalezy pobra¢ od zywych zwierzat
chorujacych najdtuzej lub od odstrzelonych dzikdw i, jesli to mozliwe, od
zwierzat padtych.

4.2. Wyecinki tkanek

Do badan wirusologicznych pobiera si¢ wycinki nastepujacych tkanek:
§ledziony, migdatkow, nerek, weztow chlonnych, ptuc. Nalezy pobraé 2-3
cm’ tkanki. Wystarczy pobraé 3 tkanki od 1 zwierzecia i kazda z nich
zapakowac do oddzielnych pojemnikow.

W przypadku braku wymienionych tkanek od padtych dzikéw mozna
pobrac szpik kostny (calaq kos¢ dhuga lub mostek — nalezy przepitowaé na
2. czesei).
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Do badan diagnostycznych w kierunku ASF nie sg przydatne: watroba,

serce, zotadek, jelita.

Probki do badan wirusologicznych nalezy pobrac od zwierzat Swiezo padtych
lub od zwierzat poddanych eutanazji celem wykonania sekcji diagnostycznej
oraz padtych i /lub odstrzelonych dzikow.

Probki narzadéw pobiera si¢ czystymi jalowymi narzedziami, najlepiej

jednokrotnego uzycia.

5. Liczba probek pobieranych do badan laboratoryjnych

W przypadku podejrzenia ASF minimalna liczba probek do badan
serologicznych musi pozwalac¢ na wykrycie 10 % seroreagentow, przy 95 %
poziomie ufno$ci w danej podjednostce, liczby pobieranych probek zgodnie

Z ponizszg tabela;

Liczba probek krwi do pobrania:

Liczba §wint w budynku Liczba probek krwi do pobrania w
budynku

1-10 4%
11-25 8
26-50 23
51-75 25
76-100 26
101-500 29
501-1000 30
powyzej 1000 30

* W przypadku mniejszej liczby $win probki krwi pobiera si¢ od wszystkich

zwierzat
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W przypadku wybijania §win po potwierdzeniu ASF lub wybijania $win jako
srodka zapobiegawczego w gospodarstwie podejrzanym o zakazenie
wirusem ASF, do badan serologicznych pobiera si¢ krew od losowo
wybranych $win w czasie ich likwidacji. Minimalna liczba probek pobranych
do badan serologicznych musi pozwala¢ na wykrycie 10 % seroreagentdéw,
przy 95 % poziomie ufnosci w danej podjednostce.

W przypadku ognisk wtéornych wiasciwe organy moga ustanowi¢ inne
procedury pobierania probek.

W przypadku podejrzenia ASF przy pobieraniu prébek do badan
wirusologicznych nalezy przyjac, ze probki nalezy pobra od takiej liczby
zwierzat aby mozliwe bylo wykrycie 10 % zakazonych zwierzat przy
poziomie ufnosci 95%, liczby pobieranych probek zgodnie z tabelg w pkt. 5
oraz od wszystkich zwierzat poddanych badaniu sekcyjnemu.

6. Przesylanie materialu do badan
Laboratorium nalezy poinformowac o przesylce telefonicznie, faksem lub
mailem, z podaniem przyblizonej daty i godziny dostawy.

6.1.0pakowanie probek przed transportem

Pobrany materiat do badan nalezy bezpo$rednio zapakowal w pojemniki
podstawowe sterylne, wodoodporne i odporne na uszkodzenia mechaniczne.
Bardzo istotne jest wyrazne oznakowanie pojemnikow w celu odpowiedniej
identyfikacji zwierzat, od ktorych zostaly pozyskane probki. Pokrywka
kazdego pojemnika oraz probdwki powinny by¢ uszczelniona za pomoca
taSmy klejacej lub parafilmu.

Wszystkie szczelnie zamknigte pojemniki podstawowe zawierajace probki
do badan powinny by¢ umieszczone w drugim szczelnie zamknigtym
i zaklejonym, wodoodpornym, plastikowym lub metalowym kontenerze
odpornym na uszkodzenia mechaniczne. Wewnatrz kontenera nalezy
umieéci¢ materiat absorbujacy w celu pochlaniania ewentualnych
przeciekow z pojemnikéw lub probéwek. Probki powinny by¢ dostarczone
z wkladami chtodzacymi, w ilo$ci wystarczajacej do utrzymania wymaganej
temperatury przez caly czas trwania transportu, w izolowanych
termicznie, solidnie wykonanych opakowaniach. Korzystnie jest, aby
opakowania byly dodatkowo wypelnione materiatem zabezpieczajacym
przed wstrzagsami 1 przemieszczaniem kontenerow z  probkami.
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Na zewnatrz kontenera powinny by¢ umieszczone informacje:
Etykieta ‘material biologiczny’.

Etykieta ‘material zakazny dla zwierzat.

Etykieta ‘przechowywac w 4°C.

Petna nazwa i adres nadawcy.

Pelna nazwa i adres odbiorcy.

6.2.Warunki transportu

Probki powinny by¢ dostarczone do laboratorium bezpiecznie, aby zapobiec
mozliwej infekcji innych zwierzat, oséb, sprzgtu itp. podczas transportu, a
takze zanieczyszczeniu samych probek.

Probki od zwierzat podejrzanych o zakazenie powinny by¢ dostarczone
przez gonca. Pozostate probki moga by¢ transportowane poprzez firmy
kurierskie. Probki muszg by¢ dostarczone bezposrednio do laboratorium.

6.2.1 Czas od pobrania prébek do dostarczenia ich do laboratorium
Prébki powinny byé dostarczone do laboratorium jak najszybciej, aby
unikna¢ ich degradacji, optymalnie w ciagu 12 godzin od pobrania.

6.2.2 Temperatura transportu
Probki powinny byé przesytane w temperaturze 4°C. Probki, z wyjatkiem
surowic, nie powinny by¢ zamrazane.
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6.3. Dokumentacja towarzyszaca probce

Do probki musza byé dofaczone: Pismo przewodnie do probek
przekazywanych do laboratoryjnych badan diagnostycznych oraz Protokot
pobrania probek.

Pismo i protokdél musza zawieraé nastepujace informacje:

- dane posiadacza zwierzecia: imig i nazwisko, dokladny adres
gospodarstwa, z ktdrego pochodza probki lub miejsce znalezienia dzika;

- dane dotyczace zwierzecia (zwierzat): objawy chorobowe i zmiany
posmiertne, wiek, ptec,

- dane ptatnika za badania,

- rodzaj badan (testow), ktore maja zosta¢ wykonane,

- preferowany sposob przekazania wynikow: listownie, faksem,
elektronicznie.

Do przygotowania pisma przewodniego i protokotu nalezy wykorzystac
zataczniki nr 1 1 2 do Podrgcznika pobierania probek do laboratoryjnych
badan diagnostycznych choréb zakaznych zwierzat.

7. Wykaz dokumentow zwigzanych

- The World Organisation for Animal Health (OIE) Manual of Diagnostic
Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, rozdzial ,, African swine
fever”

-  Decyzja Komisji 2003/422/WE  zatwierdzajaca  Podrecznik
diagnostyczny dotyczacy afrykanskiego pomoru swin (Dz. U. UE L
143/35 z 11.6.2003)

- Podrecznik  pobierania prébek do laboratoryjnych  badan
diagnostycznych chordb zakaznych zwierzat dostgpny na stronie GIW
rozdzial Zwierzeta Swiniowate kierunek badania Afrykanski pomor swin.
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