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SLUZBENI GLASNIK BiH

Utorak, 19.7.2011.

URED ZA VETERINARSTVO
BOSNE I HERCEGOVINE

Na osnovu ¢lana 4. stav (2) Pravilnika o mjerama za nadzor
africke svinjske kuge ("Sluzbeni glasnik BiH", broj 15/11),
direktor Ureda za veterinarstvo Bosne i Hercegovine donio je

DIJAGNOSTICKI PRIRUCNIK

ZA AFRICKU SVINJSKU KUGU

Clan 1.
(Predmet)

Dijagnosti¢kim priru¢nikom za afri¢ku svinjsku kugu (u
daljnjem tekstu: Priru¢nik) utvrduju se dijagnosti¢ki postupci,
nacin uzorkovanja i faktori za procjenu laboratorijskih metoda
koje se preporucuju u dijagnosticiranju africke svinjske kuge,
opisani u Prilogu ovog Priru¢nika, koji je njegov sastavni dio.

Clan 2.
(Potvrda prisutnosti)

Potvrda prisutnosti africke svinjske kuge, koja se utvrduje u
skladu s Pravilnikom o mjerama za nadzor africke svinjske kuge
("Sluzbeni glasnik BiH", broj 15/11), (u daljnjem tekstu:
Pravilnik), mora se zasnivati na:

a) klini¢kim znakovima i post mortem nalazu;

b) otkrivanju virusa, virusnih antigena ili genoma u

uzorcima tkiva, organa, krviili tjelesnih izlu€evina svinja;

c) postojanju specifi¢ne reakcije antitijela u uzorku krvi, u

skladu s dijagnostickim postupcima, metodama uzimanja
uzoraka i faktorima za ocjenjivanje rezultata testova
utvrdenim u Prilogu ovog Prirucnika.

Clan 3.
(Laboratorije)

(1) Laboratorija ovlaStena za dijagnosticiranje africke svinjske
kuge moZe primijeniti modifikacije laboratorijskih testova
koji su opisani u Prilogu iz ¢lana 1. ovog Priruc¢nika ili druge
testove pod uslovom da imaju jednaku osjetljivost i
specifi¢nost kao u njemu opisani testovi.

(2) Osjetljivost i specifi¢nost modificiranih ili drugih testova iz
stava (1) ovog Clana procjenjuje se u okviru provodenja
periodi¢nih uporednih testiranja, koje za afri¢ku svinjsku
kugu organizira Referentna laboratorija OIE/EU za
dijagnosticiranje afri¢ke svinjske kuge (u daljnjem tekstu:
Referentna laboratorija OIE/EU).

(3) Referentna laboratorija OIE/EU za dijagnosticiranje africke
svinjske kuge je Centro de Investigacién en Sanidad Animal,
28130 Valdeolmos, Madrid, Spanija.

Clan 4.
(Stupanje na snagu)

Ovaj Priru¢nik stupa na snagu danom donosenja i objavljuje
se u "SluZbenom glasniku BiH".
Broj 02-7-02-2-205-3/11
5.jula 2011. godine

Direktor
Doc. dr. Drago N. Nedic¢, s. 1.

PRILOG

DIJAGNOSTICKI PRIRUCNIK ZA AFRICKU SVINJSKU
KUGU
Poglavlje L.
Uvod, ciljevi i definicije
1. Kako bi se osigurali ujednaceni postupci dijagnosticiranja
africke svinjske kuge (u daljnjem tekstu *ASK’) ovim

Priru¢nikom se:

a) daju smjernice i minimalni uslovi koje moraju
zadovoljavati dijagnosticki postupci, metode
uzorkovanja te kriteriji za ocjenjivanje rezultata klini¢kih
i postmortem pregleda te laboratorijskih testova za
ispravnu dijagnozu ASK-a;

b) odreduju minimalni biosigurnosni uslovi i standardi
kvaliteta kojih se treba pridrZavati u laboratorijima za
dijagnosticiranje ASK-a te prilikom prijevoza uzoraka;

¢) odreduju laboratorijski testovi koji se koriste za
dijagnosticiranje ASK-a i laboratorijske tehnike koje se
koriste za genetsku tipizaciju izolata virusa ASK-a.

Ovaj Prirunik je namijenjen prvenstveno nadleznim

organima odgovornim za nadzor ASK-a. Stoga je naglasak

na nacelima i primjenama laboratorijskih testova te
ocjenjivanju njihovih rezultata, a ne na detaljnim
laboratorijskim tehnikama.

U smislu ovog Priru¢nika, osim definicija navedenih u ¢lanu

2. Pravilnika, primjenjuju se slijedece definicije:

a) sumnjivo gazdinstvo oznaCava svinjogojsko gazdinstvo
na kojem se za jednu ili vise svinja sumnja da su zaraZene
virusom ASK-a, ili kontaktno gazdinstvo kako je
definirano u ¢lanu 2. tacki (j) Pravilnika;

b) epidemioloska podjedinica ili podjedinica oznafava
zgradu, mjesto ili obliznji prostor na kojem se grupe
svinja s gazdinstva drZe na takav nacin da Cesto dolaze u
direktan ili indirektan medusobni kontakt, ali se
istovremeno drZe odvojeno od drugih svinja s istog
gazdinstva;

c) svinje u kontaktu su svinje koje su tokom posljednjih 21
dan na gazdinstvu bile u direktnom kontaktu s jednom ili
viSe svinja za koje se sumnja da su zaraZene virusom
ASK-a.

Poglavlje II.
Opis ASK-a s naglaskom na diferencijalnoj dijagnozi

. UVOD

Uzro¢nik ASK-a je DNA virus s ovojnicom koji spada u rod
Asfivirusa iz porodice Asfarviridae. Sojevi virusa ASK-a
razlikuju se po virulenciji, iako se ne mogu identificirati
razli¢iti serotipovi.

Virus ASK-a je vrlo stabilan u izluCevinama zaraZenih
svinja, u trupovima i svjeZem mesu svinja te u nekim
proizvodima od mesa svinja. Kako bi se osiguralo njegovo
inaktiviranje u okoliu, moraju se koristiti odgovarajuci
dezinficijensi.

Glavni prirodni put zaraze svinja je oronazalni, direktnim ili
indirektnim kontaktom sa zaraZenim svinjama ili hranjenjem
hranom koja je kontaminirana virusom. Medutim, u onim
podru¢jima u kojima postoje vektori, prijenos putem tih
vektora ima vrlo vaznu ulogu u postojanosti i Sirenju virusa.
ASF se takoder moze S$iriti indirektnim kontaktom s
kontaminiranim materijalima i ugrizom insekata koji
mehani¢ki prenose virus ASF-a. Moguca je i zaraza putem
sjemena zaraZenih nerasta.

Period inkubacije kod pojedinih Zivotinja iznosi oko pet do
15 dana, ali u uslovima na terenu klinicki simptomi na
gazdinstvu mogu postati vidljivi tek nekoliko sedmica nakon
uvodenja virusa, pa i duZze ako se radi o slabim sojevima
virusa.

Javljaju se akutni, subakutni i hroni¢ni oblici ASK-a, a
razlika zavisi uglavnom od virulencije virusa.

Kod svinja koje se nakon zaraze klini¢ki oporave, viremija
traje 40 do 60 dana, i te svinje postaju prijenosnici virusa.
Virus ASK-a se kod svinja prijenosnika izolira do Sest
mjeseci nakon zaraze.

AKUTNI OBLIK

Prvi klinicki znak bolesti je obi¢no visoka tjelesna
temperatura (viSa od 40°C), koja je pracena depresijom,
gubitkom apetita, brzim i teSkim disanjem te izlu¢evinama iz
nosa i oc¢iju. Svinje pokazuju nekoordinirane pokrete i
stiskaju se jedna uz drugu. Krmace mogu pobaciti u svim
stepenima trudnode. Kod nekih svinja moze doéi do
povracanja i opstipacije, dok se kod nekih moZe razviti
krvavi proljev. Postaju vidljiva potkoZna podrucja kongestije
ili krvarenja, posebno na ekstremitetima i uSima. Prije smrti
moze do¢i do kome, koja se javlja jedan do sedam dana
nakon razvoja klini¢kih znakova. Stopa pobola i smrtnosti
unutar gazdinstva moZe biti 100%.
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Postmortem nalazi pokazuju tipi¢an hemoragijski sindrom s
op¢om kongestijom trupa, krvavom tekué¢inom u prsnoj i
trbusnoj  Supljini, povedanom tamnom  slezenom,
hemoragi¢nim limfnim ¢vorovima koji nalikuju ugruscima
krvi, posebno bubrezni i gastrohepati¢ni limfni ¢vorovi,
petehijalnom hemoragijom u bubrezima (kortikalnim i
medularnim  piramidama i  bubreznoj  nakapnici),
abdominalnoj serozi, Zelucanoj i crijevnoj sluznici i srcu
(epikard i endokard), hidrotoraksom i petehijalnim
krvarenjem pleure.

2. Akutni oblik klasine svinjske kuge obi¢no dovodi do

klinicke i patoloske slike koja je vrlo sli¢na kao kod africke
svinjske kuge. Kada su prisutna, krvarenja na koZi i uSima se
prilicno lako otkrivaju i navode na sumnju na akutnu
klasi¢nu ili afri¢ku svinjsku kugu. Malo je drugih bolesti
koje dovode do sli¢nih promjena.
Na akutni oblik ASK-a treba takoder posumnjati i kod
sumnje na: crveni vjetar, reprodukcijski i respiratorni
sindrom svinja, otrovanje kumarinom, hemoragijsku
purpuru, sindrom krzljavosti odbite prasadi, sindrom
dermatitisa i nefropatije svinja, infekcije salmonelom ili
Pasteuerellom te bilo koje probavne ili respiratorne sindrome
pracene povisenom tjelesnom temperaturom kod kojih svinje
ne reagiraju na lijeCenje antibioticima.

C. SUBAKUTNI OBLICI
Subakutni oblici su ucestaliji u endemskim podrucjima. Za

subakutnu infekciju je karakteristicna promjenjiva poviSena
temperatura, depresija i pneumonija. Smrt moZe uslijediti radi
prestanka rada srca. Ostecenja kod subakutnih oblika su sli¢na
onima kod akutnog oblika, ali su blaZa. Karakteristi¢na oSte¢enja
su velika krvarenja u limfnim ¢vorovima, bubrezima i slezeni,
kongestija i edem pluca te u nekim slucajevima intersticijska
pneumonija.

D. HRONICNI OBLICI

Hronicni oblici ove bolesti su rijetki. Kod hroni¢nih oblika
moZe se zapaziti sekundarna bakterijska infekcija. Bududi da su
klinicki znaci hroni¢nog ASK-a priliéno nespecifi¢ni, za
postavljanje diferencijalne dijagnoze potrebno je razmotriti
mnoge druge bolesti. PoviSena tjelesna temperatura nije nuzno
prisutna kod svake Zivotinje, ali se na zarazenom gazdinstvu
moZze uvijek otkriti kod nekoliko svinja.

Klinicki simptomi hroni¢nog ASK-a mogu ukljuivati
respiratorne probleme, pobacaje, artritis, hroni¢ne kozZne ¢ireve
ili nekroze, koji ne nalikuju tipi¢noj klinickoj slici zaraze
virusom ASK-a. Osteenja mogu biti minimalna ili ih uopce
nema. Patohistoloski nalazi su karakterizirani povecanim
limfnim ¢vorovima i slezenom, pleuritisom i fibrinoznim
perikarditisom, te infiltriranim pneumonitisom. Takoder su
opisane Zari$ne kazeozne nekroze i mineralizacija pluca.

Poglavlje II1.

Smjernice za glavne kriterije prema kojima se neko
gazdinstvo moZe smatrati sumnjivim na zarazu africkom
svinjskom kugom
1. Odluka o tome da se neko gazdinstvo smatra sumnjivim
donosi se na osnovu slijede¢ih nalaza, kriterija i razloga:
a) klini¢ki i patoloski nalazi na svinjama. Glavni klinicki i
patoloski nalazi koje treba razmotriti su:
— poviSena tjelesna temperatura s pobolom i smrtno§¢u
svinja svih starosti,
— poviSena tjelesna temperatura s hemoragijskim
sindromom; petehijalna i ehimozna krvarenja, posebno
u limfnim ¢vorovima, bubrezima, slezeni (koja je
poveéana i tamna, posebno kod akutnih oblika) i
mokra¢nom mjehuru te ulceracije na Zu¢nom mjehuru;
b) epidemioloski nalazi. Glavni epidemioloski nalazi koje
treba razmotriti su:
—  gdje su svinje bile u direktnom ili indirektnom kontaktu
sa svinjogojskim gazdinstvom za koje je dokazano da je
zarazeno virusom ASK-a,

—  gdje je gazdinstvo isporucilo svinje za koje se naknadno
pokazalo da su zaraZene virusom ASK-a,

—  gdje su krmace bile umjetno oplodene sjemenom koje
potice iz sumnjivog izvora,

—  gdje je bilo direktnog ili indirektnom kontakta s divljim
svinjama u populaciji u kojoj se pojavila ASK,

—  gdje se svinje drZe na otvorenom u podrucju u kojem su
divlje svinje zarazene virusom ASK-a;

—  gdje se svinje hrane napojem i postoji sumnja da se tim
napojem nije postupalo na takav nacin da se inaktivira
virus ASK-a;

—  gdje je postojala moguénost izlaganja, na primjer preko
licakoja dolaze na gazdinstvo, prijevoznih sredstavaisl.
koja dolaze iz gazdinstva za koje postoji sumnja da je
zarazeno virusom ASK-a,

—  gdje se na podrucju gazdinstva pojavljuju vektori.

2. U svakom slucaju, gazdinstvo se mora smatrati sumnjivim
ukoliko se radi klini¢kih ili patoloskih nalaza pojavi sumnja
na klasiénu svinjsku kugu na gazdinstvu ali klinicka,
epidemioloska i laboratorijska istrazivanja nisu potvrdila ovu
bolest niti su utvrdila izvore ili uzro¢nike druge bolesti na
predmetnom gazdinstvu.

Poglavlje IV.
Postupci provjere i uzimanja uzoraka

A. SMIERNICE I POSTUPCI ZA KLINICKI PREGLED I

UZIMANIJE UZORAKA SVINJA SA SUMNIJIVIH

GAZDINSTAVA

1. Nadlezni veterinarski inspektor mora narediti obavljanje
odgovaraju¢ih klinickih pregleda, uzimanje uzoraka i
laboratorijske pretrage kako bi se potvrdila ili iskljucila
ASK, u skladu sa smjernicama i postupcima utvrdenim u
tackama 2. do 6.

Bez obzira jesu li na predmetnom gazdinstvu usvojene mjere

iz ¢lana 4. stava (2) Pravilnika, ove smjernice i postupci se

moraju primijeniti takoder i u sluajevima bolesti kada se
diferencijalno dijagnosti¢ki sumnja na ASK. Tu se svrstavaju

i slucajevi kada klinicki znakovi i epidemioloski podaci o

toku bolesti kod svinja ukazuju na malu vjerovatnost pojave

ASK-a.

U svim ostalim slu¢ajevima, kad se sumnja da su jedna ili

viSe svinja zaraZene virusom ASK-a, na doti¢nom

sumnjivom gazdinstvu usvajaju se mjere iz ¢lana 4. stava (2)

Pravilnika.

U slucaju sumnje na ASK kod svinja u klaonici ili u

prijevoznom sredstvu, takoder se primjenjuju smjernice i

postupci utvrdeni tackama 2. do 6., mutatis mutandis.

2. Kada nadlezni veterinarski inspektor posjeti sumnjivo
gazdinstvo kako bi potvrdio ili isklju¢io ASK:

— mora provjeriti podatke o proizvodnji i zdravstvenom
stanju na gazdinstvu, ukoliko takvi podaci postoje; mora
pregledati sve podjedinice na gazdinstvu kako bi se
odabrale svinje koje ¢e biti klinicki pregledane.

Klinic¢ki pregled mora ukljucivati mjerenje tjelesne tempera-

ture i mora prvenstveno biti proveden na slijede¢im svinjama ili

grupama svinja:

—  bolesne ili anoreksi¢ne svinje,

— svinje koje su nedavno dovedene na gazdinstvo iz
potvrdenih podru¢ja izbijanja bolesti ili iz drugih
sumnjivih izvora,

—  svinje koje su se drZale u podjedinicama koje sunedavno
posjetila lica koja su nedavno bila u bliskom kontaktu sa
svinjama zaraZenim ili sumnjivim na ASK ili lica za koja
jeutvrdeno da suimala druge posebno rizi¢ne kontakte s
potencijalnim izvorom virusa ASK-a,

— svinje koje su ve¢ uzorkovane i seroloski testirane na
ASK, u slutaju kada rezultati tih pretraga ne
omogucavajuiskljucivanje ASK-a,isvinje koje su bile u
kontaktu sa zarazenim svinjama,

— svinje koje su nedavno preboljele bolest.
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Ukoliko pregledom sumnjivog gazdinstva nisu nadene
svinje ili grupe svinja navedene u gornjem podstavu, nadlezni
veterinarski inspektor, ne dovodeci u pitanje ostale mjere koje se
mogu primijeniti na dotitnome gazdinstvu u skladu s
Pravilnikom i uzimajuéi u obzir epidemiolosku situaciju:

— nareduje i nadzire provedbu daljnjih pregleda na

doti¢nom gazdinstvu u skladu s tackom 3., ili

— nareduje i nadzire uzimanje uzoraka krvi svinja s
doti¢nog gazdinstva za laboratorijske testove (u tom se
slu¢aju kao smjernice koriste postupci uzimanja uzoraka
utvrdeni u tacki 5. i u odjeljku F stavu (2), ili

— nareduje i nadzire provedbu mjera utvrdenih ¢lanom 4.
stavom (2) Pravilnika, do daljnjih istraZivanja na
predmetnom gazdinstvu, ili

—  iskljucuje sumnju na ASK.

3. Kod pozivanja na ovaj stav, na predmetnom se gazdinstvu
mora obaviti klini¢ki pregled na slu¢ajno odabranim
svinjama iz podjedinica za koje je utvrdeno ili se sumnja da
postoji opasnost da je u njih unesen virus ASK-a.

Minimalni broj svinja koje treba pregledati mora s

95%-tnom sigurno$¢u omoguditi otkrivanje povisene tjelesne

temperature, ako je poviSena tjelesna temperatura prisutna
kod 10% jedinki u tim podjedinicama.

4. Ako se na sumnjivom gazdinstvu otkriju uginule svinje ili
svinje na umoru, moraju se obaviti postmortem pregledi, po
mogucénosti na najmanje pet takvih svinja, a naro€ito na
svinjama:

— koje su prije ugibanja pokazivale vrlo ocigledne

znakove bolesti,

— koje imaju visoku tjelesnu temperaturu,

—  koje su uginule nedavno.

Ako takvi pregledi ne pokazu oStecenja koja ukazuju na

prisutnost ASK-a, ali se smatra da je zbog epidemioloske

situacije potrebno provesti daljnja istrazivanja:

— upodjedinici u kojoj su se drzale uginule svinje ili svinje
na umoru mora se obaviti klini¢ki pregled kako je
utvrdeno u tacki 3. te se moraju uzeti uzorci krvi kako je
utvrdeno u tacki 5., i

— mogu se obaviti postmortem pregledi na tri do Cetiri
svinje koje su bile u kontaktu s uginulim ili umiru¢im
svinjama, posebno ako te svinje pokazuju klinicke
znakove.

Bez obzira na prisutnost ili izostanak lezija koje ukazuju na

ASK, od svinja podvrgnutih postmortem pregledu moraju se

uzeti uzorci organa ili tkiva radi obavljanja viroloskih

testova u skladu s Poglavljem V. dijelom B. tackom 1.

Preporucljivo je da to budu uzorci od nedavno uginulih

svinja.

Pri obavljanju postmortem pregleda, nadlezni veterinarski

inspektor nareduje i nadzire:

— poduzimanje potrebnih mjera predostroznosti i
higijenskih mjera radi sprjecavanja Sirenja bolesti, i,

— da svinje, ako se radi o svinjama na umoru, budu
usmréene na human nacin, u skladu s Pravilnikom o
zastiti zivotinja pri klanju ili usmréivanju ("Sluzbeni
glasnik BiH", br. 46/10).

5. Ukoliko se na sumnjivom gazdinstvu otkriju daljnji klini¢ki
znakovi ili lezije koji bi mogli ukazivati na ASK, ali Ured uz
saglasnost nadleznih organa entiteta i Br¢ko Distrikta Bosne
i Hercegovine smatra da ti nalazi nisu dovoljni da se potvrdi
izbijanje ASK-a te da stoga treba provesti laboratorijske
testove, tada od sumnjivih svinja i od drugih svinja u svakoj
od podjedinica u kojima se drze sumnjive svinje treba uzeti
uzorke krvi za laboratorijske testove, u skladu sa slijede¢im
postupcima:

(a) minimalni broj uzoraka koji se uzimaju za seroloske
testove mora s 95%-tnom pouzdano$¢u omoguciti
otkrivanje  10%  seroprevalencije u predmetnoj
podjedinici;

(b) brojuzoraka koji se uzima za viroloske testove mora biti u
skladu s uputama Ureda koji mora voditi racuna o rasponu
testova koji se mogu izvesti, o osjetljivosti laboratorijskih
testova koji se koriste i o postojecoj epidemioloskoj
situaciji.

6. Ukoliko se nakon obavljenih pregleda na sumnjivom
gazdinstvu ne otkriju klini¢ki znakovi ili lezije koji ukazuju

na ASK, ali Ured uz saglasnost nadleznih organa entiteta i

Brcko Distrikta Bosne i Hercegovine smatra da su potrebni

daljnji laboratorijski testovi kako bi se ASK iskljucila, kao

smjernice se upotrebljavaju postupci uzorkovanja utvrdeni u

tacki 5.

B. POSTUPCI UZORKOVANJA NA GAZDINSTVU PRI
USMRCIVANJU SVINJA NAKON STO JE BOLEST
POTVRDENA

1. U svrhu utvrdivanja nacina na koji je virus ASK-a unesen na
zarazeno gazdinstvo i utvrdivanja vremena koje je proteklo
od njegovog unosSenja, pri usmrcivanju svinja na gazdinstvu,
nakon $to je izbijanje bolesti potvrdeno u skladu s ¢lanom 5.
stavom (1) tac¢kom a) Pravilnika, od svinja se radi obavljanja
seroloskih testova moraju nasumicno uzeti uzorci krvi.

2. Minimalni broj svinja ¢iji se uzorci uzimaju mora s
95%-tnom pouzdano$¢u omoguciti otkrivanje 10% seropre-
valencije u svakoj podjedinici gazdinstva.

Uzorci za viroloske testove moraju se takoder uzimati u
skladu s uputama Ureda, koji mora voditi ra¢una o rasponu
testova koji se mogu izvesti, o osjetljivosti laboratorijskih
testova koji ¢e se koristiti i o epidemioloskoj situaciji.

Na onim podruc¢jima na kojima je dokazana prisutnost
vektora zarazenih virusom ASK-a, mora se takoder uzeti u
obzir odgovarajuce sakupljanje krpelja za viroloske testove,
u skladu s uputama nadleZznog organa i Prilogom III
Pravilnika.

3. Medutim, u slucaju sekundarnih izbijanja, nadleZni
veterinarski inspektor moZe odluciti da odstupi od tacaka 1. i
2. te odrediti druge postupke uzorkovanja, uzimajuci u obzir
ve¢ raspolozive epidemioloske podatke o ishodistu i
na¢inima na Kkoji je virus unesen na gazdinstvo i o
moguénostima Sirenja bolesti s tog gazdinstva.

C. POSTUPCI UZORKOVANJA PRI USMRCIVANJU

SVINJA U OKVIRU PREVENTIVNIH MJERA NA

SUMNIIVOM GAZDINSTVU

1. Radi potvrde ili isklju¢ivanja ASK-a i radi prikupljanja
dodatnih epidemioloskih informacija, pri usmréivanju svinja

u okviru preventivne mjere na sumnjivom gazdinstvu u

skladu s odredbama ¢lana 4. stava (3) tacke a) ili ¢lana 7.

stavova (3) i (4) Pravilnika, moraju se, u skladu s postupkom

utvrdenim taCkom 2., uzeti uzorci krvi za seroloske testove
te uzorci krvi za viroloske testove.
2. Uzorkovanje se prvenstveno odnosi na:

— svinje koje pokazuju znakove ili postmortem lezije koje
upucuju na ASK te svinje koje su bile u kontaktu s tim
svinjama;

—  druge svinje koje su mogle biti u rizi¢nim kontaktima sa
zaraZzenim ili sumnjivim svinjama ili onima za koje se
sumnja da su kontaminirane virusom ASK-a. Uzimanje
uzoraka od ovih svinja mora biti u skladu s uputama
Ureda, pri ¢emu ona mora uvazavati epidemiolosku
situaciju.

Osim toga, svinje porijeklom iz svake od podjedinica na
gazdinstvu, od kojih se uzimaju uzorci, moraju se odabrati
metodom slu¢ajnoga odabira. U tom slu¢aju, minimalan broj
uzoraka koji se uzimaju za seroloske testove mora s 95%-tnom
pouzdano$¢u omoguditi otkrivanje 10%-tne seroprevalencije u
predmetnoj podjedinici.

Vrsta uzoraka koji se uzimaju za viroloSke testove i vrsta
testa koji se koristi moraju biti u skladu s uputama Ureda koja
mora voditi rauna o rasponu testova koji se mogu primijeniti, o
osjetljivosti tih testova te o epidemioloskoj situaciji.



Utorak, 19.7.2011.

SLUZBENI GLASNIK BiH

Broj 58 - Strana 15

D. POSTUPCI PROVJERE I UZORKOVANIJA PRIJE
DAVANJA ODOBRENJA ZA PRESELJENJE SVINJA 1Z

se s 95%-tnom pouzdano$éu omoguci otkrivanje

GAZDINSTAVA SMIJESTENIH U ZARAZENIM I
UGROZENIM PODRUCIJIMA, [ U SLUCAJU KLANJA ILI
USMRCIVANJA TIH SVINJA (CLANOVI 10. T 11.
PRAVILNIKA)

1.

E.

Kako bi se u skladu s ¢lanom 10. stavom (3) Pravilnika
odobrilo preseljenje svinja s gazdinstava smjeStenih u
zaStiCenim ili nadziranim zonama, klini¢ki pregled koji
nareduje i nadzire nadleZni veterinarski inspektor mora:
—  biti obavljen unutar perioda od 24 sata prije preseljenja
svinja,
—  biti u skladu s odredbama tacke A. stava 2.
Ako se radi o svinjama koje treba preseliti na drugo
gazdinstvo, osim ispitivanja koje treba provesti u skladu s
tackom 1., u svim podjedinicama gazdinstva u kojima se
drze svinje koje se sele potrebno je provesti klinicki pregled
svinja, ukljucuju¢i mjerenje tjelesne temperature odredenom
broju svinja.
Minimalni broj svinja koje treba provjeriti mora s 95%-tnom
pouzdanos$¢u omoguditi otkrivanje povisene tjelesne temper-
ature u tim podjedinicama, ako je ona prisutna kod 10%
svinja.
Ukoliko se radi o svinjama koje treba preseliti u klaonicu, u
pogon za preradu ili na druga mjesta na kojima ce biti
usmréene ili zaklane, osim pretraga koje se obavljaju u
skladu s tackom 1., u svim podjedinicama u kojima se drze
svinje koje se sele potrebno je provesti klinicki pregled
svinja. Ako se radi o svinjama starijim od tri do Cetiri
mjeseca taj pregled mora ukljuciti i mjerenje tjelesne temper-
ature odredenom broju svinja.
Minimalni broj svinja koje treba provjeriti mora s 95%-tnom
pouzdanos$¢éu omoguditi otkrivanje povisene tjelesne temper-
ature u tim podjedinicama, ako je ona prisutna kod 20%
svinja.
Kod usmréivanja ili klanja svinja iz tacke 3., potrebno je od
svinja koje poti¢u iz svake od podjedinica iz kojih se svinje
sele, uzeti uzorke krvi za provedbu seroloskih pretrazivanja
ili uzorke krvi ili organa, kao §to su tonzile, slezena ili limfni
¢vorovi za provedbu viroloskih testova.
Minimalni broj uzoraka koji treba uzeti mora s 95%-tnom
pouzdano$¢u omoguditi otkrivanje 10%-tne seroprevalencije
ili prevalencije virusa u svakoj podjedinici.
Vrsta uzoraka koji se uzimaju za viroloske testove i vrsta
testa koji se koristi moraju biti u skladu s uputama Ureda
koji mora voditi rauna o rasponu testova koji se mogu
primijeniti, o osjetljivosti tih testova te o epidemioloskoj
situaciji.
Medutim, ukoliko se pri klanju ili usmréivanju svinja otkriju
klinic¢ki znakovi ili postmortem lezije koje ukazuju na ASK,
odstupaju¢i od tacke 4., primjenjuju se odredbe za
uzorkovanje utvrdene u odjeljku C.
Odstupanja predvidena u ¢lanu 10. stavu (5) i ¢lanu 11.
stavu (4) Pravilnika mogu se odobriti ukoliko nadlezni
organi entiteta i Br¢ko Distrikta BiH u saradnji s Uredom
odrede da se Sema intenzivnog uzorkovanja i testiranja
primijeni takoder i na grupe svinja koje se provjeravaju i
uzrokuju u skladu s tackama 2., 3. i 4. U okviru te Seme
minimalan broj uzoraka krvi koji treba uzeti mora s
95%-tnom pouzdano$¢u omoguciti otkrivanje 5%-tne
seroprevalencije u doti¢noj grupi svinja.

POSTUPCI PROVJERE I UZORKOVANJA NA

GAZDINSTVU PRI OBNOVI POPULACIJE

1.

Kad se svinje ponovo dovode na gazdinstvo u skladu s

¢lanom 13. stavom (3) Pravilnika, primjenjuju se slijede¢i

postupci uzorkovanja:

— uzorci krvi se uzimaju najranije 45 dana nakon
ponovnog dovodenja svinja,

— ako se na gazdinstvo dovode sentinel svinje, uzorci krvi
moraju se nasumi¢no uzeti od dovoljnog broja svinja da

10%-tne seroprevalencije u svakoj podjedinici na
gazdinstvu;

— ukoliko se obavlja obnova cjelokupne populacije, uzorci
krvi za seroloske testove moraju se nasumicno uzeti od
dovoljnog broja svinja kako bi se 95%-tnom
pouzdanoscu omogucilo otkrivanje 20%
seroprevalencije u svakoj podjedinici na gazdinstvu.

2. Kad se svinje ponovo dovode na gazdinstvo u skladu s
¢lanom 13. stavom (4) Pravilnika, primjenjuju se slijedeci
postupci uzorkovanja:

— uzorci krvi se uzimaju najranije 45 dana nakon
ponovnog dovodenja svinja,

— ako se na gazdinstvo dovode sentinel svinje, uzorci krvi
moraju se nasumicno uzeti od dovoljnog broja svinja
kako bi se 95%-tnom pouzdanoS¢u omogucilo
otkrivanje 5 %-tne seroprevalencije u svakoj podjedinici
na gazdinstvu;

— ukoliko se obavlja obnova cjelokupne populacije, uzorci
krvi za seroloske testove moraju se nasumicno uzeti od
dovoljnog broja svinja kako bi se 95%-tnom
pouzdanoscu omogucilo otkrivanje 10%
seroprevalencije u svakoj podjedinici na gazdinstvu.

Zatim se postupak utvrden u trecoj alineji gore, mora

ponoviti najranije 60 dana nakon potpune obnove
populacije.
3. Nakon svakog ponovnog dovodenja svinja, nadlezni

veterinarski inspektor mora narediti da se u slucaju bilo
kakve bolesti ili smrti svinja na gazdinstvu radi nepoznatog
razloga, doti¢ne svinje odmabh testiraju na ASK.

Ove se odredbe primjenjuju sve dok se za doti¢no
gazdinstvo ne ukinu ogranic¢enja kretanja svinja iz ¢lana 13.
stava (3) tacaka a) i b) i stava (4) Pravilnika.

F. POSTUPCI UZORKOVANJA NA GAZDINSTVIMA U
ZARAZENOM PODRUCIU PRIJE UKIDANJA
OGRANICENJA

1. Kako bi se u zarazenom podru¢ju omogucilo ukidanje mjera
iz C¢lana 10. Pravilnika, na svim gazdinstvima u tom
podrudju:

— treba provesti klini¢ki pregled u skladu s postupcima
utvrdenim u odjeljku A stavovima 2. i 3.

—  moraju se uzeti uzorci krvi za seroloske testove u skladu
s tackom 2.

2. Minimalni broj uzoraka koje treba uzeti mora omoguditi da

se 95%-tnom pouzdano$u omoguéi otkrivanje 10%-tne
seroprevalencije kod svinja u svakoj podjedinici na
gazdinstvu.
Medutim, odstupanja predvidena u ¢lanu 10. stavu (5) i
¢lanu 11. stavu (4) Pravilnika mogu se odobriti samo ukoliko
nadleZni organi entiteta i Br¢ko Distrikta BiH u saradnji s
Uredom odrede da broj uzetih uzoraka krvi s 95%-tnom
pouzdanos$éu omogucava otkrivanje 5%-tne seroprevalencije
u svakoj podjedinici gazdinstva.

G. POSTUPCI UZORKOVANJA NA GAZDINSTVIMA U
UGROZENOM PODRUCJU PRIJE UKIDANJA
OGRANICENJA

1. Da bi se u ugrozenom podrucju mogle ukinuti mjere iz ¢lana
11. Pravilnika, moraju se na svim gazdinstvima u toj zoni
obaviti klinicki pregled u skladu s postupcima utvrdenim
odjeljkom A. stavom 2.

Osim toga, moraju se uzeti uzorci krvi za seroloke testove

od svinja:

— na svim ostalim gazdinstvima za koje nadleZzni
veterinarski inspektor smatra da je u njima potrebno
uzorkovanje,

— usvim centrima za sakupljanje sjemena.

2. Kad se uzimanje uzoraka krvi za seroloske testove provodi
na gazdinstvima smjeStenim u ugroZzenom podrucju, broj
uzoraka krvi koji se moraju uzeti na tim gazdinstvima mora
biti u skladu s odjeljkom F stavom 2., prvom re¢enicom.



Broj 58 - Strana 16

SLUZBENI GLASNIK BiH

Utorak, 19.7.2011.

Medutim, odstupanja predvidena ¢lanom 10. stavom (5) i
¢lanom 11. stavom (4) Pravilnika mogu se odobriti samo
ukoliko nadlezni organi entiteta i Br¢ko Distrikta BiH u
saradnji s Uredom odrede da se uzorci krvi za seroloske
testove uzmu na svakom gazdinstvu u toj zoni. Minimalan
broj uzetih uzoraka krvi mora s 95%-tnom pouzdanoscu
omogucavati otkrivanje 5%-tne seroprevalencije u svakoj
podjedinici gazdinstva.

POSTUPCI SEROLOSKQGA NADZORA I
UZORKOVANJ A U PODRUCJIMA NA KOJIMA SE
SUMNJA U POJAVU AFRICKE SVINJSKE KUGE ILI JE
AFRICKA SVINJSKA KUGA POTVRDENA KOD DIVLIIH
SVINJA

1. U slucaju serolo§kog nadzora divljih svinja u podrucjima u
kojima je potvrdena africka svinjska kuga ili se na nju
sumnja, treba prethodno utvrditi veli¢inu i geografsko
podrucje ciljane populacije od koje ¢e se uzimati uzorci kako
bi se odredio broj uzoraka koje treba uzeti. Veli¢ina uzorka
odreduje se prema procijenjenom broju Zivih Zivotinja, a ne
prema broju ustrijeljenih Zivotinja.

2. Ako nema podataka o gustoéi i veli¢ini populacije, treba
utvrditi geografsko podrucje na kojem ée se uzimati uzorci,
vodeci pri tom racuna o stalnoj prisutnosti divljih svinja i
postojanju prirodnih i umjetnih prepreka koje djelotvorno
sprjeavaju velika i stalna kretanja Zivotinja. Ako takvih
okolnosti nema ili se radi o velikim podrucjima, preporucuje
se da se za uzimanje uzoraka odrede podrucja veliine od
oko 200 km?, na kojima obi¢no Zzivi izmedu 400 i 1000
divljih svinja.

3. Ne dovodedi u pitanje odredbe ¢lana 15. stava (2) tacke c)
Pravilnika, minimalni broj svinja od kojih je potrebno uzeti
uzorak unutar utvrdenog podruc¢ja, mora s 95%-tnom
pouzdano$¢éu omoguditi otkrivanje 5%-tne seroprevalencije.
U tu je svrhu potrebno uzeti uzorke od najmanje 56 Zivotinja
sa svakog utvrdenog podrucja.

4. Uzimanje uzoraka od divljih svinja koje su ustrijeljene ili su
pronadene uginule, za potrebe viroloskih testova, obavlja se
na nacin utvrden u Poglavlju V. Odjeljku B. stavu 1.
Ukoliko se smatra da je potreban viroloski nadzor
ustrijeljenih divljih svinja, on se provodi prvenstveno na
Zivotinjama starosti do jedne godine.

5. Svi uzorci koji se upucuju u laboratoriju moraju biti
propradeni upitnikom iz c¢lana 16. stava (4) tacke h)
Pravilnika.

Poglavlje V.
Opéi postupci i kriteriji za prikupljanje i prijevoz uzoraka

A. OPCIPOSTUPCI I KRITERIJI

1. Prije obavljanja uzorkovanja na sumnjivom gazdinstvu,
mora se pripremiti nacrt tog gazdinstva te se moraju utvrditi
njegove epidemioloske podjedinice.

2. Svaki put kad se ocijeni da bi moglo zatrebati ponavljanje
uzimanja uzoraka, sve svinje kojima su uzeti uzorci moraju
se oznaciti na jedinstven nac¢in kako bi se olakSalo ponovno
uzimanje njihovih uzoraka.

3. Svi se uzorci Salju u laboratoriju, praceni odgovarajué¢im

obrascima, u skladu sa zahtjevima koje odreduje Ured. Ti
obrasci moraju sadrzavati historijske podatke o svinjama od
kojih su uzeti uzorci te zapaZene klinicke znakove ili post-
mortem lezije.
Ako se radi o svinjama koje se drze na gazdinstvu, treba dati
jasne podatke o starosti, kategoriji i gazdinstvu porijekla
svinja od kojih su uzeti uzorci. Preporucuje se da se za svaku
svinju od koje se uzima uzorak zabiljeZi njezino mjesto na
gazdinstvu zajedno s njenom jedinstvenom identifikacijskom
oznakom.

B. PRIKUPLJANJE UZORAKA ZA VIROLOSKE

TESTOVE

1. Za otkrivanje virusa, antigena ili genoma ASK-a kod
uginulih ili eutanaziranih svinja, najprikladniji uzorci su

tkiva tonzila, limfnih ¢vorova (gastrohepatalnih, bubreznih,
submandibularnih i retrofaringealnih) slezene, bubrega i
pluca. U sluc¢aju leSina u raspadu, primjeren uzorak je cijela
duga ili prsna kost.

2. Uzorci nezgruSane ifili zgruSane krvi moraju se uzeti od
svinja koje pokazuju znakove poviSene tjelesne temperature
ili druge znakove bolesti u skladu s uputama Ureda.

C. PRIJEVOZ UZORAKA

1. Preporucuje se da se svi uzorci:

pravilno oznace,

—  prevoze i pohrane u nepropusnim spremnicima,

— drZe na hladnom na temperaturi hladnjaka, medutim,
ukoliko se ocekuje da ¢e uzorci sti¢i u laboratoriju za
viSe od 48 sati, treba od laboratorije zatraZiti upute u
pogledu najprikladnijih temperaturnih uslova tokom
prijevoza,

—  isporuce laboratoriji Sto je brze moguce,

—  drZe u pakiranju u kojem se za odrzavanje niske temper-
ature koriste ledeni uloSci ili suhi led,

— da se uzorci tkiva i organa smjeste u zasebne,
zapecacene i propisno oznacene plasti¢ne vreéice. One
se zatim smjeStaju u vece spremnike i obloZe dovoljnom
koli¢inom upijajuéeg materijala za zastitu od oStecenja i
za upijanje u slucaju curenja,

— kad god je to moguce, da ih odgovorno lice preveze
direktno u laboratoriju kako bi se osigurao brz i pouzdan
prijevoz.

2. Vanjska strana paketa mora biti oznacena adresom odredi$ne
laboratorije i mora biti vidljivo istaknuta slijedeca poruka:
"Zivotinjski patolodki materijal; pokvarljivo; lomljivo; ne
otvarati izvan laboratorije za ASF."

3. Odgovorno lice u prijemnoj laboratoriji mora biti
pravovremeno obavijeSteno o vremenu stizanja uzoraka.

4. Za zratni prijevoz uzoraka u Referentnu laboratoriju
OIE/EU za ASK, paket mora biti oznafen u skladu s
propisima IATA-e.

Poglavlje VI

Nacela i upotreba viroloskih testova i ocjena njihovih
rezultata

A. OTKRIVANIJE VIRUSNOG ANTIGENA
1. Direktni imunofluorescentni test (DIFT)

Nacelo ovog testa je mikroskopsko otkrivanje virusnog
antigena u brisevima ili tankim kriostatskim rezovima tkiva
svinja za koje se sumnja da su zaraZene virusom ASK-a.
Intracelularni antigeni se otkrivaju upotrebom specifi¢nih
antitijela konjugiranih s fluoroscein izotiocijanatom (FIT). U
citoplazmi zaraZenih Celija pojavljuju se fluorescentna
inkluzijska tjelesca ili zrnca.

Prikladni organi su bubrezi, slezena i razni limfni ¢vorovi.
Kod divljih svinja bi se takoder mogao upotrijebiti razmaz Celija
koStane srzi, ako njihovi organi nisu dostupni ili se raspadaju.

Test se moZe izvesti u roku od dva sata. Budu¢i da se uzorci
organa mogu dobiti samo od mrtvih Zivotinja, njegova je
primjena za analiticke svrhe ogranic¢ena.

Ovaj je test vrlo osjetljiv za sluc¢ajeve akutne africke svinjske
kuge. Za subakutne ili hroni¢ne oblike, osjetljivost DIFT-a je
samo oko 40%, vjerovatno radi prisutnosti kompleksa
antigena-antitijela koji blokiraju reakciju s ASK konjugiranim
antitijelima. Pouzdanost rezultata testa moze biti ograni¢ena radi
dvojbenog bojenja, posebno ako nedostaje potrebno iskustvo u
obavljanju ovog testa ili ako se testirani organi raspadaju.

2. ELISA za otkrivanje antigena

Virusni antigeni se takoder mogu otkriti upotrebom ELISA
tehnike, ali ova se tehnika preporucuje samo za akutne oblike
bolesti zbog svoje niske osjetljivosti kada su prisutni kompleksi
antigena-antitijela. Osjetljivost ELISA-e za otkrivanje antigena
mora biti dovoljno visoka kako bi dala pozitivan rezultat kod
zivotinja koje pokazuju klini¢ke znakove akutnog ASK-a. U
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svakom slucaju, preporucuje se da se ovaj test koristi samo kao
test 'stada’ zajedno s drugim viroloskim testovima.

B. IZOLACIJA VIRUSA I IDENTIFIKACIJA POMOCU
HEMADSORPCIISKOG TESTA (HAD)

1. Izolacija virusa zasniva se na inokulaciji materijala uzorka u
prijem¢ive primarne Celijske kulture tkiva organa svinja,
monocite i makrofage. Najbolji uzorci za izolaciju virusa
ASK-a su cjelovita krv i leukociti dobijeni iz nekoaguliranih
uzoraka krvi ili organa navedenih u odjeljku A stavu 1. Ako
je virus ASK-a prisutan u uzorku, on ¢e se razmnoZiti u
¢elijama te ¢e se u zarazenim Celijama razviti karakteristian
citopatoloski efekt.

2. Metoda HAD se preporucuje za identifikaciju izolata virusa
ASK-a radi njene visoke osjetljivosti i specifi¢nosti. HAD se
zasniva na sposobnosti virusa ASK-a da se razmnozava u
mikrofagima svinje i izaziva hemadsorpciju u prisutnosti
eritrocita svinje. Oko zarazenih mikrofaga stvara se
karakteristicna ’rozeta’ eritrocita. Medutim, manji broj
divljih sojeva virusa ASK-a ne izaziva hemadsorpciju, ali
oni proizvode citopatoloski efekt. Ovi se sojevi mogu
specifi¢no identificirati upotrebom DIF testa na sedimentima
Celijskih kultura ili pomoc¢u PCR-a.

3. Izolacija virusa je primjerenija za ispitivanje uzoraka malog
broja Zivotinja nego za masovan nadzor. Postupak izolacije
virusa zahtijeva intenzivan rad i potrebna su jedan do tri
dana da se dobiju rezultati. Postoji mogucénost da ¢e za
otkrivanje malih koli¢ina virusa u uzorku trebati dvije
dodatne pasaZe virusa. Ispitivanje tako moZe potrajati i
desetak dana prije nego Sto se dobije konacni rezultat.
Uzorci koji se raspadaju mogu za Celijsku kulturu biti
citotoksicni, pa je njihova upotreba ograni¢ena.

4. Izolacija virusa i identifikacija pomo¢u HAD-a preporucuje
se kao referentni test za potvrdivanje pozitivnih rezultata
prethodno obavljenih testova ELISA, PCR ili DIFT. Ova se
metoda takoder preporucuje kada je ASK veé potvrden
nekom drugom metodom, posebno u slu€ajevima primarnog
izbijanja ili slu¢aja ASK-a.

Virusi ASK-a izolirani u mikrofagima svinje mogu se
upotrijebiti za karakterizaciju virusa i molekularnu
epidemiologiju.

5. Svi izolati virusa ASK-a iz svih primarnih izbijanja, iz
primarnih slu¢ajeva medu divljim svinjama ili iz slu€ajeva u
klaonicama ili u prijevoznim sredstvima moraju se genetski
karakterizirati u referentnoj laboratoriji u Bosni i
Hercegovini ili u referentnoj laboratoriji OIE/EU, u skladu s
odjeljkom E.

U svakom slucaju, ovi se izolati virusa mogu poslati u
Referentnu laboratoriju OIE/EU za sakupljanje virusa.

C. OTKRIVANIJE VIRUSNOG GENOMA

Za otkrivanje virusnog genoma u uzorcima krvi, seruma,

tkiva ili organa primjenjuje se polimerazno lantana reakcija

(PCR). Mali djeli¢i virusnog DNA umnoZavaju se uz pomo¢

PCR-a do koli¢ine koju je moguce otkriti. Upotrebom

starter-molekule iz visoko ocuvanih regija genoma moZe se

otkriti Siroki raspon izolata koji pripadaju svim poznatim
genotipovima virusa, ukljuujuéi nehemadosrbirajuce viruse

1 izolate niske virulencije. Budu¢i da se ovim testom otkriva

samo genomski slijed virusa, PCR moze biti pozitivan ¢ak i

kad se izolacijom virusa ne otkrije nikakav infektivni virus

(npr. u raspadnutim tkivima ili na uzorcima svinja koje se

oporavljaju ili svinja koje su se oporavile i postale klini¢ki

normalne).

2. PCR se moZe upotrijebiti na ograni¢enom broju pomno
odabranih uzoraka uzetih od sumnjivih Zivotinja. Ova se
metoda preporucuje za uzorke organa koji su citotoksi¢ni, pa
stoga nije moguca izolacija virusa (na primjer, uzorci od
divljih svinja).

3. Materijal prikladan za dijagnozu PCR-om su organi opisani
za izolaciju virusa i serum. PCR-om se mogu analizirati i
homogenati krpelja.

—_

4. PCR se moze obaviti u jednom radnom danu. Zahtijeva
odgovarajucu laboratorijsku opremu, zasebne prostorije i
osposobljeno osoblje. Prednost je $to se infektivni virus ne
mora umnoZzavati u laboratoriji. PCR je vrlo osjetljiva
metoda, ali pri njenom provodenju moze lako do¢i do
kontaminacije, $to rezultira laZno pozitivnim rezultatima.
Stoga su bitni strogi postupci nadzora kvaliteta.

D. PREPORUCENI VIROLOSKI TESTOVI I OCJENA
REZULTATA

Viroloski testovi su bitni za potvrdivanje ASK-a.

Izolaciju virusa i HAD treba smatrati referentnim viroloskim
testovima i treba ih, prema potrebi, upotrebljavati kao potvrdne
testove. Njihova se upotreba posebno preporucuje kada pozitivni
rezultati DIF-a ili PCR-a nisu propraceni uo¢avanjem klinickih
znakova ili lezija uzrokovanih bole$¢u i u svim drugim
sumnjivim slu¢ajevima.

Medutim, primarno izbijanje ASK-a se moZe potvrditi ako su
kod svinja utvrdeni klini¢ki znakovi ili lezije uzrokovane boles¢u
i ako su najmanje dva posebna testa za otkrivanje antigena,
genoma ili antitijela dala pozitivne rezultate na uzorcima uzetim
od iste sumnjive svinje.

Sekundarno izbijanje ASK-a mozZe se potvrditi ako su osim
epidemioloske poveznice s potvrdenim izbijanjem ili slucajem
kod predmetnih svinja otkriveni klini¢ki znakovi ili lezije
uzrokovane bolescu, a testovi za otkrivanje antigena, genoma ili
antitijela su dali pozitivan rezultat. Primarni slu¢aj ASK-a kod
divljih svinja moZe se potvrditi izolacijom virusa ili ako su
najmanje dva testa za otkrivanje antigena, genoma ili antitijela
dala pozitivne rezultate. Daljnji sluajevi ASK-a kod divljih
svinja, za koje postoji epidemioloska poveznica s ranije
potvrdenim slu€ajevima, mogu se potvrditi ako je test za
otkrivanje antigena, genoma ili antitijela dao pozitivan rezultat.

E. GENETSKA KARAKTERIZACIJA IZOLATA VIRUSA

ASK-a

1. Genetska karakterizacija izolata virusa ASK-a postiZe se

utvrdivanjem uzoraka restrikcijskih enzima i nukleotidnih
sljedova pojedinih dijelova genoma virusa. Sli¢nost ovih
restrikcijskih uzoraka ili sljedova sa sljedovima dobijenim iz
ranijih izolata virusa moZe pokazivati da li su izbijanja
bolesti uzrokovana virusima koji slijede evropski ili africki
molekularni model.
Genetska karakterizacija izolata virusa ASK-a je izuzetno
vazna za poboljSanje postojeCeg znanja o molekularnoj
epidemiologiji ASK-a i o genetskim varijacijama virusa.
Molekulami podaci omogucavaju klasifikaciju novih izolata
i pruzaju informacije o njihovom moguéem porijeklu.

2. Ako molekularnu karakterizaciju virusa nije moguce u

kratkom roku obaviti u referentnoj laboratoriji ili u bilo kojoj
drugoj laboratoriji ovlastenoj za dijagnosticiranje ASK-a,
tada se izvorni uzorak ili izolat virusa mora $to prije poslati
na molekularnu karakterizaciju u Referentnu laboratoriju
OIE/EU.
Podaci dobijeni analizom restrikcijskih enzima i sljedova
izolata virusa ASK-a kojima raspolazu laboratorije ovlastene
za dijagnosticiranje ASK-a moraju se proslijediti Referentnoj
laboratoriji OIE/EU kako bi bili uneseni u postojece baze
podataka ove laboratorije.

Poglavlje VIIL.

Nacela i upotreba seroloskih testova i ocjena njihovih
rezultata

A. OSNOVNA NACELA I DIJAGNOSTICKA
VRIJEDNOST

1. Utvrdivanje antitijela specifi¢nih za ASK preporucuje se kod
subakutnih i hroni¢nih oblika, kao i za programe opseznog
testiranja i iskorjenjivanja ASK-a, iz viSe razloga:

(i.) antitijela se kod zaraZene svinje brzo stvaraju. Kod tih
svinja se antitijela obicno mogu otkriti u uzorcima seruma
od sedam do deset dana nakon infekcije;
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(ii.) ne postoji cjepivo protiv ASK-a- To znaci da stvaranje
antitijela specifi¢nih za ASK uzrokuje samo infekcija
virusom ASK-a;

(iii.) dugotrajna reakcija stvaranja antitijela. Kod svinja koje su
preboljele ovu bolest, specificna antitijela mogu se u
visokim nivoima otkriti tokom nekoliko slijedecih
mjeseci, a kod nekih od tih svinja i doZivotno.

Tokom prvih sedmica Zivota, kod prasadi se mogu naci

antitijela specifi¢na za ASK porijeklom od majke. Poluzivot

majcinih antitijela kod prasadi iznosi oko tri sedmice. Ako se
ustanove kod prasadi starije od tri mjeseca, vrlo je malo
vjerovatno da su ta antitijela ASK-a porijeklom od majke.

Utvrdivanje antitijela protiv virusa ASK-a u serumu ili

plazmi iz dostavljenih organa provodi se kao pomo¢ pri

dijagnosticiranju ASK-a na sumnjivim gazdinstvima za
odredivanje datuma unoSenja zaraze u slucaju potvrdenog
izbijanja i za potrebe pracenja i nadzora.

Mjesto na gazdinstvu na kojem se nalaze seropozitivne

svinje moZe ponuditi vrijedne informacije o tome kako i gdje

je virus ASK-a usao na gazdinstvo.

Medutim, u okviru istraZivanja koja se provode u slucaju

sumnje na ASK ili potvrdenog ASK-a, u skladu s ¢lanom 8.

Pravilnika, mora se provesti precizna procjena rezultata

seroloskih testova, uzevsi u obzir sve klini¢ke, viroloSke i

epidemioloske nalaze.

PREPORUCENI SEROLOSKI TESTOVI
Testovi izbora za serolosko potvrdivanje dijagnoze ASK-a
su ELISA, indirektni imunofluorescentni test (IIFT) i
imunobloting test (IB).
Kvalitet i djelotvornost seroloske dijagnostike, koju izvode
ovlastene  dijagnosticke laboratorije, treba redovno
provjeravati u okviru medulaboratorijskog uporednog
testiranja koje periodi¢no organizira Referentna laboratorija
OIE/EU.
ELISA je najpouzdaniji i najkorisniji test za velika seroloSka
istrazivanja. Temelji se na otkrivanju antitijela protiv virusa
ASK-a, koji se veZu na virusne proteine, koji se vezuju na
¢vrstu podlogu dodavanjem proteina A konjugiranog s
enzimom, koji proizvodi vidljivu reakciju boje pri reakciji s
odgovarajuéim supstratom.
Ovlastene dijagnosticke laboratorije moraju redovno
obavljati nadzor kvaliteta osjetljivosti i specifi¢nosti svake
serije ELISA reagensa, koriste¢i pri tom paletu referentnih
seruma koji su pripremljeni u Referentnoj laboratoriji
OIE/EU. Oni ukljucuju:
— serume svinja u ranom stepenu zaraze virusom ASK-a
(manje od 17 dana od pocetka zaraze),
— serume svinja u rekonvalescenciji (vise od 17 dana
nakon zaraze).
Test ELISA koji se upotrebljava za serolosko
dijagnosticiranje ASK-a mora otkrivati sve referentne
serume dobijene od svinja koje se oporavljaju. Svi rezultati
dobijeni referentnim serumima moraju biti ponovljivi.

Preporucuje se takoder otkrivanje svih pozitivnih seruma iz
ranih stadija. Rezultati dobijeni referentnim serumima,
uzetim od svinja u ranoj fazi zaraze, pokazatelj su
osjetljivosti testa ELISA.

IIFT je brza tehnika s visokom osjetljivos¢u i specifi¢noscu
za otkrivanje antitijela ASK-a iz seruma ili iz tkivnog
eksudata. Temelji se na otkrivanju antitijela ASK-a koja se
vezu na monosloj MS ¢elija zaraZenih prilagodenim virusom
ASK-a. Reakcija antitijela i antigena otkriva se proteinom A,
obiljeZzenim fluorescinom. Pozitivni uzorci pokazuju
specifi¢nu fluorescenciju u blizini jezgre zaraZenih Celija.
Kombinirana upotreba testova DIFT i IIFT za testiranje
organa, krvi i eksudata, uzetih od Zivotinja koje pokazuju
klini¢cke znakove ASK-a, moZe omoguciti brzo i pouzdano
potvrdivanje bolesti.

IB test je visoko specificna i osjetljiva metoda koja se
zasniva na upotrebi nitroceluloznih traka koje sadrze virusne
proteine kao antigene. Specifina reakcija antitijela i
antigena otkriva se dodavanjem konjugata proteina
A-peroksidaze i odgovarajuéeg supstrata. Vrlo je koristan za
testiranje seruma koji primjenom ELISA-e nisu dali sigurne
rezultate.

Poglavlje VIII.

Minimalni sigurnosni uslovi za laboratorije za ASK
Minimalne uslove utvrdene u Tabeli 1. moraju ispunjavati
sve laboratorije u kojima se virus ASK-a razmnozava u
Celijskim kulturama. Medutim, postmortem pregledi,
priprema uzoraka za DIFT ili PCR i serologija kod koje se
koriste inaktivirani antigeni, mogu se izvoditi na niZem
nivou kontrole kontaminacije, uz uslov da su ispunjeni
osnovni uslovi iz Tabele 1., da se primjenjuju osnovna
higijenska nacela te da se nakon rada obavi dezinfekcija sa
sigurnim odlaganjem leSina, tkiva i seruma.

Uslove utvrdene Tabelom 2. moraju ispunjavati sve
laboratorije u kojima se Zivotinje cijepe virusom ASK-a.

Sve zalihe virusa ASK-a moraju se drzati sigurno
pohranjene, bilo duboko zamrznute ili biofilizirane. Svaka
pojedina ampula mora se jasno oznaciti te treba voditi
opsezne evidencije o zalihama virusa zajedno s datumima i
rezultatima provedenih provjera kvaliteta. Takoder treba
voditi evidenciju virusa pridodanih zalihi koja mora
sadrzavati pojedinosti o izvoru, a evidencija se mora voditi i
o virusima koji su izdati drugim laboratorijima.

Preporucuje se da se biosigurnosna jedinica za rad s virusom
ASK-a dodatno osigura okolnim prostorijama u kojima se ne
rukuje virusom ASK-a. Te druge prostorije moraju biti na
raspolaganju za pripremanje staklenog posuda i medija, za
odrzavanje i pripremu nezaraZenih Celijskih kultura, za
obradu seruma i seroloskih testova (osim metoda koje koriste
zZive viruse ASK-a), te za upravu i uredske poslove.
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Tabela 1.

Nacela bioloskog okruzenja prikladnog za dijagnosticke laboratorije

Minimalni uslovi

Dodatni uslovi

Opce okruZenje

Normalan atmosferski pritisak.

Namjenske prostorije ¢ija je
upotreba ograni¢ena na odredene
postupke.

Normalan atmosferski pritisak.
Jedna HEPA filtracija izduvnog
zraka.

Namyjenske prostorije koje se
koriste iskljucivo za postupke
dijagnosticiranja klasi¢ne
svinjske kuge ili ASK-a.

Obrada potencijalno
kontaminiranih otpadnih voda
kako bi se inaktivirao virus
ASK-a (toplinski ili hemijski)

Laboratorijska radna

Namjenska kuta koja se koristi

Potpuno presvlacenje prije

samo obucenom osoblju koje
ima dozvolu za ulaz.

Pri odlasku iz jedinice, tuke se
peru i dezinficiraju.

Nakon napustanja jedinice,
osoblju je 48 sati zabranjen
ulazak u prostorije u kojima se
nalaze svinje.

odjeca samo u jedinici za rad s virusima | ulaska. Laboratorijska odjecéa se
ASK-a. koristi samo u jedinici za rad s
virusom ASK-a.
Rukavice za jednokratnu
upotrebu za svako rukovanje sa | Rukavice za jednokratnu
zarazenim materijalom. upotrebu za svako rukovanje sa
zarazenim materijalom.
Prije iznosenja iz jedinice kuta
se sterilizira ili se pere na Prije iznosenja iz jedinice odjeca
visokoj temperaturi u samoj se sterilizira ili se pere na
jedinici visokoj temperaturi u samoj
jedinici.
Nadzor osoblja Ulazak u jedinicu dozvoljen je Ulazak u jedinicu dozvoljen je

samo obucenom osoblju koje
ima dozvolu za ulaz.

Pri odlasku iz jedinice, tuke se
peru i dezinficiraju.

Nakon napustanja jedinice,
osoblju je 48 sati zabranjen
ulazak u prostorije u kojima se
nalaze svinje.
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Oprema Bioloski sigurnosni ured (klasa I. ili II.) koji se koristi za sva
rukovanja zZivim virusima. Ured treba imati dvostruko HEPA
filtriranje izduvnog zraka.

Sva oprema potrebna za laboratorijske postupke mora biti dostupna
unutar namjenskih laboratorijskih prostorija.

Tabela 2.

Biosigurnosni uslovi za prostorije za ogledne Zivotinje

Uslovi

Opce okruZenje Ventilacija kontrolirana negativnim pritiskom.
Jedno HEPA filtriranje izduvnog zraka.
Oprema za potpunu dekontaminaciju ili fumigaciju na kraju ogleda.

Sve otpadne vode i ¢vrsti otpad obraduju se radi inaktiviranja virusa
ASK-a (toplinski/spaljivanjem ili hemijski).

Laboratorijska odjeéa Potpuno presvlacenje pri ulasku.

Prije iznoSenja iz jedinice, odjeéa se sterilizira ili se pere na visokoj
temperaturi u samoj jedinici.

Nadzor osoblja Ulazak u jedinicu dozvoljen samo obuc¢enom osoblju koje ima
dozvolu za ulaz.

Odjeca se ostavlja unutar prostorija prije tusiranja. Potpuno tusiranje
pri izlasku iz jedinice.

Nakon napustanja jedinice, osoblju je 48 sati zabranjen ulazak u
prostorije u kojima se nalaze svinje.

Oprema Sva oprema potrebna za postupke sa Zivotinjama mora biti dostupna
u samoj jedinici.

Sav materijal mora se prije iznosenja iz jedinice sterilizirati ili, ako
se radi o uzorcima Zivotinja, dvostruko omotati u nepropusni
spremnik ¢ija je povrsina dezinficirana radi prijevoza u laboratoriju
za ASK.

Zivotinje Sve Zivotinje se moraju zaklati prije napustanja jedinice,
postmortem pregledi se moraju obaviti unutar biosigurnosnog
podrudja, a trupla se po zavrsetku pregleda moraju spaliti.




