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ODLUKA KOMISIJE 2002/106/EZ
od 1. veljace 2002.

o odobravanju Dijagnostickog priru¢nika u kojem se utvrduju

dijagnosticki postupci, metode uzorkovanja i mjerila za

ocjenjivanje laboratorijskih testova za potvrdu prisutnosti klasi¢ne
svinjske kuge

(priopéena pod brojem dokumenta C(2002) 381)
(Tekst znac¢ajan za EGP)
(2002/106/EZ)

KOMISIJA EUROPSKIH ZAJEDNICA,
uzimajuci u obzir Ugovor o osnivanju Europske ekonomske zajednice,

uzimajuci u obzir Direktivu Vije¢a 2001/89/EZ od 23. listopada 2001. o
mjerama Zajednice za kontrolu klasi¢ne svinjske kuge ('), a posebno
njezin Clanak 17. stavak 3. i ¢lanak 29. stavak 1.,

buduéi da:

(1)  Na razini Zajednice treba utvrditi dijagnosticke postupke, metode
uzorkovanja i mjerila za ocjenu rezultata laboratorijskih testova
za potvrdu prisutnosti klasi¢ne svinjske kuge.

(2)  Prilog IV. Direktivi 2001/89/EZ utvrduje radnje i zadace refe-
rentnog laboratorija Zajednice u odnosu na klasicnu svinjsku
kugu kako bi, u savjetovanju s Komisijom, uskladio metode
koje drzave clanice koriste za postavljanje dljagnoze te bolesti;
te radnje i zadace ukljucuju i organlzlranje periodi¢nih uspo-
rednih testova i opskrbu standardnim reagensima na razini Zajed-
nice.

(3)  Virus klasicne svinjske kuge ne smatra se opasnim za zdravlje
ljudi.

(4)  Nedavno su razvijeni laboratorijski testovi kako bi se osiguralo
brzo postavljanje dijagnoze klasicne svinjske kuge.

(5)  Iskustvo u kontroliranju klasi¢ne svinjske kuge, steCeno poslje-
dnjih godina, omogucilo je odredlvanje najprikladnijih metoda
uzorkovanja i mjerila za ocjenjivanje rezultata laboratorijskih
testova radi postavljanja pravilne dijagnoze te bolesti u razlicitim
situacijama.

(6)  Mjere predvidene ovom Odlukom u skladu su s misljenjem
Stalnog veterinarskoga odbora,

DONIJELA JE OVU ODLUKU:

Clanak 1.

1. Drzave ¢lanice moraju osigurati da se potvrda nazocnosti klasicne
svinjske kuge temelji na:

a) klini¢ckim znakovima i post mortem nalazu,

() SL L 316, 1.12.2001., str. 5.
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b) otkrivanju virusa, virusnih antigena ili genoma u uzorcima tkiva,
organa, krvi ili tjelesnih izlucevina svinja;

¢) postojanju specificne reakcije protutijela u krvnom uzorku,

u skladu s postupcima, metodama uzimanja uzoraka i mjerilima za
ocjenjivanje rezultata testova utvrdenim u Priru¢niku prilozenom ovoj
Odluci.

2. Nacionalni dijagnosticki laboratoriji iz to¢ke 1. Priloga III Direk-
tivi 2001/89/EZ mogu izmijeniti laboratorijske testove iz Priruc¢nika
prilozenog ovoj Odluci ili se mogu upotrijebiti razliciti testovi, pod
uvjetom da je njima moguce prikazati jednaku osjetljivost i specificnost.

Osjetljivost 1 specifi¢nost takvih izmijenjenih ili razlicitih testova ocje-
njuju se u okviru periodicnih usporednih testova koje za klasi¢nu
svinjsku kugu organizira referentni laboratorij Zajednice za dijagnosti-
ciranje klasicne svinjske kuge.

Clanak 2.

Prilozi 1. i IV. Direktivi Vije¢a 80/217/EEZ od 22. sijecnja 1980. o
uvodenju mjera Zajednice za kontrolu klasi¢ne svinjske kuge (1), kako
je zadnje izmijenjena Aktom o pristupanju Republike Austrije, Repu-
blike Finske i Kraljevine Svedske, stavljaju se izvan snage.

Clanak 3.

Ova se Odluka primjenjuje od 1. studenoga 2002.

Clanak 4.

Ova je Odluka upucéena drzavama c¢lanicama.

() SL L 47, 21.2.1980., str. 11.
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PRILOG

PRIRUCNIK ZA DIJAGNOZU KLASICNE SVINJSKE KUGE

POGLAVLIE 1.
Uvod, ciljevi i definicije

1. Kako bi se osigurali ujednaceni postupci dijagnoze klasicne svinjske kuge,
ovim se Priru¢nikom:

a) daju smjernice i najmanji uvjeti dijagnostickih postupaka, metode uzorko-
vanja te mjerila za ocjenjivanje rezultata klinickih i post mortem ispiti-
vanja i laboratorijskih testova za postavljanje pravilne dijagnoze klasi¢ne
svinjske kuge (1);

b) odreduju najmanji bio-sigurnosni uvjeti i norme kakvoce kojih se treba
pridrzavati u laboratorijima za postavljanje dijagnoze klasi¢ne svinjske
kuge i prilikom prijevoza uzoraka;

c¢) odreduju laboratorijski testovi koji ¢e se koristiti za dijagnozu klasi¢ne
svinjske kuge i laboratorijske tehnike za genetsku tipizaciju virusnih
izolata klasi¢ne svinjske kuge.

2. Ovaj je Prirucnik namijenjen prvenstveno nadleznim tijelima odgovornim za
kontrolu klasi¢ne svinjske kuge. Naglasak je stoga na nacelima i primjeni
laboratorijskih testova i ocjenjivanju njihovih rezultata, a ne na pojedinostima
laboratorijskih tehnika.

3. Za potrebe ovog Priru¢nika, osim definicija navedenih u ¢lanku 2. Direktive
2001/89/EZ, primjenjuju se sljedece definicije:

a) ,,sumnjivo gospodarstvo” znaci svinjogojsko gospodarstvo na kojem se za
jednu ili vise svinja sumnja da su zarazene virusom klasi¢ne svinjske kuge
ili kontaktno gospodarstvo, kako je odredeno u ¢lanku 2. tocki (v) Direk-
tive 2001/89/EZ;

b) ,.nespecificni reaktori” znaci sve svinje koje su imale pozitivne rezultate
seroloskih testova na klasi¢nu svinjsku kugu, za koje se zna da nisu bile u
dodiru s virusom klasi¢ne svinjske kuge i nema dokaza Sirenja zaraze na
ostale svinje u kontaktu (%);

¢) ,epidemioloska podjedinica” ili ,,podjedinica” znaci zgrada, mjesto ili
prostor na kojem se skupine svinja s gospodarstva drze na takav nacin
da Cesto dolaze u izravan ili neizravan medusoban kontakt, ali su isto-
dobno odvojene od ostalih svinja s istog gospodarstva;

d) ,svinje u kontaktu” znaci svinje koje su tijekom zadnjih 21 dana na
gospodarstvu zivjele u izravnom kontaktu s jednom ili viSe svinja za
koje se sumnja da su zarazene virusom klasi¢ne svinjske kuge.

POGLAVLIE 1L
Opis klasicne svinjske kuge s naglaskom na diferencijalnu dijagnostiku
A. Uvod

1. Uzro¢nik klasi¢ne svinjske kuge je RNK virus u ovojnici koji pripada
pestivirusima porodice flavivirusa (Flaviviradae). Taj virus srodan je pesti-
virusima prezivaca koji su uzro¢nici BVDV-a (virusnog proljeva goveda) i
tzv. borderske bolesti (BB). Ova srodnost ima i ozbiljne dijagnosticke
posljedice, jer je moguéa pojava unakrsnih reakcija, $to moze dovesti
do laznih pozitivnih rezultata laboratorijskih testova.

(") Prilikom odlu¢ivanja o broju uzoraka koji se moraju uzeti za neko laboratorijsko ispiti-

vanje takoder se mora uzeti u obzir osjetljivost testova. Broj Zivotinja ¢iji uzorci ¢e se
uzimati mora biti ve¢i od broja navedenog u ovom Priru¢niku ako osjetljivost testa koji
¢e se upotrijebiti nije osobito visoka.

(?) Nespecifi¢ni reaktori mogu imati titar virusnih neutralizacijskih protutijela u rasponu od
graniénih ($to je ¢esce slucaj) do snazno pozitivnih. Prilikom ponovnog uzimanja uzorka
pojedina¢ne oboljele zivotinje mogu iskazati smanjen ili stalan titar. Opcenito proma-
trano, samo nekoliko svinja u krdu mogu prouzroéiti takve lazne/pozitivne reakcije.
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2. Virus klasi¢ne svinjske kuge razmjerno je stabilan u sekretima i ekskre-
tima zarazenih svinja, svinjskim leSinama, svjeZzem svinjskom mesu i
proizvodima od svinjetine. Lako ga inaktiviraju deterdzenti, otapala
masti, proteaze i uobicajeni dezinficijensi.

3. Glavni prirodni putovi zaraze su oro-nazalni putovi, bilo izravnim ili
neizravnim doticajem sa zarazenim svinjama, ili tovljenje hranom zara-
zenom virusom. U podrucjima gusto nastanjenim svinjama virus se lako
Siri medu susjednim svinjogojskim gospodarstvima. Moguca je i zaraza
putem sjemena zarazenih nerastova.

4. Inkubacija kod pojedina¢nih Zivotinja traje od sedam do deset dana, no u
terenskim uvjetima moguce je da se na gospodarstvima simptomi pokazu
tek dva do Cetiri tjedna od ulaska virusa u krdo, ili ¢ak duze, ako se radi o
odraslim rasplodnim svinjama ili o infekciji slabo virulentnim sojevima
virusa.

5. Klini¢ki znakovi klasi¢ne svinjske kuge mogu biti iznimno promjenjivi i
moguce ih je zamijeniti s mnogim drugim bolestima. Ozbiljnost simptoma
uglavnom ovisi o starosti zivotinje i o virulenciji virusa. Obi¢no su teze
pogodene mlade zivotinje od starijih. Kod starijih rasplodnih svinja tijek
zaraze Cesto je blag ili ¢ak subklinicki.

6. Razlikujemo akutni, kroni¢ni i prenatalni tijek klasi¢ne svinjske kuge.

. AKutni tijek

1. Odbijena prasad i tovljenici najéeS¢e pokazuju akutni tijek klasi¢ne
svinjske kuge. Pocetni znakovi su: prestanak uzimanja hrane, tromost,
vrudica, slijepljeni kapci, oteCeni limfni ¢vorovi, teSkoce kod disanja,
zatvor nakon kojeg slijedi proljev.

Tipi¢na krvarenja na kozi obi¢no se uocavaju na usima, repu, trbuhu i s
unutarnje strane udova tijekom drugog i tre¢eg tjedna zaraze i traju do
uginuéa. Cesto se prepoznaju i neuroloski znakovi, poput oduzetosti straz-
njih udova, teturanja i gréeva.

Stalno je prisutna vrucica. Tjelesna temperatura uglavnom je visa od
40 °C, no kod odraslih svinja ne mora prije¢i 39,5 °C.

2. Klasi¢na svinjska kuga izaziva teSku leukopeniju i imunosupresiju, $to
Cesto dovodi do sekundarnih crijevnih i di$nih upala. Znakovi tih sekun-
darnih upala mogu prikriti ili preklopiti najucestalije znakove klasi¢ne
svinjske kuge te dovesti poljoprivrednika ili veterinara u zabludu.

Uginu¢e obi¢no nastupa unutar mjesec dana. Ponekad dolazi i do
oporavka i proizvodnje protutijela, i to najéeS¢e kod odraslih rasplodnih
zivotinja koje nisu pokazivale klini¢ke znakove teSkog oboljenja. Protuti-
jela na klasiénu svinjsku kugu mogu se utvrditi pocevsi od 2. i 3. tjedna
nakon nastupanja zaraze.

3. Patoloske promjene koje se uocavaju prilikom post mortem pregleda
najc¢esce su na limfnim ¢vorovima i bubrezima. Limfni ¢vorovi su edema-
tozni i hemoragi¢ni. Krvarenja bubrega mogu varirati od jedva vidljivih
petehijalnih do ekhimoti¢nih hemoragija. Sliéna krvarenja uocavaju se i u
mokraénom mjehuru, grkljanu, na epiglotisu i srcu, te su ponekad prosi-
rena na serozama prsne i trbusne Supljine. Cest je negnojni encefalitis.
Takoder su, kao posljedica sekundarnih infekcija, vidljive i patoloske
promjene S$to moze dovesti veterinara u zabludu. Patognomoniéne
promjene na slezeni smatraju se patoloSskim promjenama, ali se rijetko
javljaju.

4. Opcenito gledano, klinicka i patoloska slika akutnog tijeka africke
svinjske kuge vrlo je sliéna onom klasi¢ne svinjske kuge. Ako postoje,
krvarenja na kozi i usima lako se uocavaju i upucuju na sumnju u akutnu
africku svinjsku kugu. Malo je drugih bolesti koje izazivaju sli¢ne
promjene.
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Na akutnu klasi¢nu svinjsku kugu mora se posumnjati i u slucaju kad
postoji sumnja na vrbanac, reproduktivni i respiratorni sindrom svinja
(RRSS), otrovanje kumarinom, purpurno krvarenje, sindrom krzljavosti
odbite, sidrom dermatititsa i nefropatije svinja, infekciju salmonelom ili
pasterelom ili na bilo koje druge sindrome u podruéju trbusne Supljine ili
na di$nim organima pra¢ene poviSenom tjelesnom temperaturom koji ne
reagiraju na lijeCenje antibioticima.

5. Virus klasi¢ne svinjske kuge izlucuje se i §iri slinom, urinom i izmetom,
pocevsi od pojave klini¢kih znakova do uginuca. Virus klasi¢ne svinjske
kuge moze se S$iriti i sjemenom.

C. Kroni¢ni tijek

1. Kroni¢ni tijek zaraze nastupa kad svinje nisu u stanju razviti odgovarajuci
imunosni odgovor na virus klasicne svinjske kuge. Pocetni znakovi
kroni¢ne zaraze sli¢ni su onima kod akutnoga oblika. Kasnije su prisutni
pretezito nespecificni znakovi, npr. intermitentna vrudica, kronicni enteritis
i slabljenje Zivotinja. Nema uobicajenog krvarenja na kozi.

Takve svinje klinicke znakove mogu pokazivati tijekom tri mjeseca prije
ugibanja. Virus klasi¢ne svinjske kuge prenosi se bez prestanka, od pojave
klinickih znakova pa do smrti. U uzorcima seruma privremeno se mogu
otkriti protutijela.

2. Patoloske promjene nisu tako uobicajene, posebno se ne mogu uociti
krvarenja iz organa i seroze. Kod zivotinja s kroni¢nim proljevom, Ceste
su lezije na ileumu, ileocekalnom podrucju i rektumu.

3. Budu¢i da su klini¢ki znakovi kroni¢ne klasi¢ne svinjske kuge razmjerno
nespecificni, za postavljanje diferencijalne dijagnoze potrebno je razmotriti
mnoge druge bolesti. Vruéica se ne pojavljuje nuzno kod svih oboljelih
zivotinja, ali se barem kod nekih svinja na zarazenom gospodarstvu moze
uociti.

D. Prenatalni tijek i zakasnjela pojava znakova bolesti

1. Virus klasi¢ne svinjske kuge u stanju je pro¢i kroz posteljicu suprasnih
krmaca i zaraziti plodove, ali se kod krmaca bolest cesto pokazuje u
subklini¢kom obliku.

Ishod zaraze ploda kroz posteljicu uvelike ovisi o stupnju suprasnosti i
virulenciji virusa. Zaraza u ranim stadijima trudno¢e moze zavrsiti poba-
Cajima ili prasenjem mrtvorodene prasadi, mumifikacijom ili malforma-
cijom ploda. Sve to dovodi do smanjenja indeksa prasenja na gospodar-
stvu.

Zaraza krmaca do 90 dana suprasnosti moze dovesti do prasenja trajno
zarazne prasadi koja prilikom prasenja ne pokazuje klinicke znakove bole-
sti, a ugiba nakon nekoliko mjeseci. Moguée je da oni nakon rodenja
sporije rastu, kopne ili povremeno pokazuje znakove kongenitalnog
tremora. Ovakav se tijek zaraze naziva ,,zaka$njelom pojavom znakova
klasiéne svinjske kuge”. Takva prasad moze imati klju¢nu ulogu u Sirenju
bolesti i prezivljavanju virusa u nekoj svinjskoj populaciji, budu¢i da
izluCuje virus sve do ugibanja.

2. Prepoznavanje klasi¢ne svinjske kuge moze biti posebno teSko na gospo-
darstvima svinja za rasplod zato $to tijek bolesti moze biti vrlo blag i
moze ga se zamijeniti s mnogim drugim patoloskim stanjima. Smanjenu
plodnost i pobacaje moze prouzroditi virus klasi¢ne svinjske kuge jednako
kao i zaraza parvovirusom, RRSS, leptospiroza i bolest Aujeszkoga (lat.
Morbus Aujeszky). Patoloski je nemoguce razlikovati materijal pobacen
zbog zaraze klasitnom svinjskom kugom od onoga pobacenog zbog
nekoga drugog uzroénika.

Ako postoji sumnja na neku zaraznu bolest reproduktivnog sustava,
potrebno je odmah provesti pretrage na klasi¢nu svinjsku kugu kad god
se doti¢no gospodarstvo moze smatrati ugrozenim. (npr. zbog smjestaja
gospodarstva u podrucju u kojem se klasi¢na svinjska kuga pojavljuje kod
divljih svinja), a u svakom slu¢aju, ¢im je moguce iskljuciti uobicajenije
zarazne bolesti reproduktivnog sustava.
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POGLAVLIJE III.

Smjernice s glavnim mjerilima prema kojima se neko gospodarstvo moZe
smatrati sumnjivim na zarazu klasicnom svinjskom kugom

Odluka o tome da se neko gospodarstvo smatra sumnjivim donosi se na temelju
sljede¢ih nalaza, mjerila i razloga:

a) klinickih i patoloskih nalaza na svinjama. Glavni klinic¢ki i patoloski nalazi
koji se moraju razmotriti su:

— vrucdica s pojacanim pobolom i smrtnoséu,
— vrucica sa sindromom krvarenja,
— vrudica s neuroloskim simptomima,

— vrudica nepoznatog podrijetla kod koje lijeCenje antibioticima nije uspjelo
poboljsati zdravstveno stanje,

— pobacaji i pojacani problemi vezani uz plodnost tijekom zadnja tri
mjeseca,

— kongenitalni tremor prascica,
— kroni¢no bolesne zivotinje,
— mlade Zivotinje zaostale u razvoju (krzljave),

— petehijalna i ekhimoti¢na krvarenja, posebno na limfnim ¢&vorovima,
bubrezima, slezeni, mokra¢énom mjehuru i grkljanu,

— infarkti ili krvni ugrusci (hematomi) na slezeni,

— buton na debelom crijevu u kroni¢nim slucajevima, posebno pored ileo-
cekalnog spoja;

b

~

epidemioloskih nalaza. Glavni epidemioloski nalazi koji se moraju razmotriti su:

— jesu li svinje bile u izravnom ili neizravnom kontaktu sa svinjogojskim
gospodarstvom za koje je dokazano da je zarazeno klasiénom svinjskom
kugom,

— je li gospodarstvo isporucilo svinje za koje se naknadno pokazalo da su
zarazene klasicnom svinjskom kugom,

— jesu li su krmace umjetno oplodene sjemenom koje potjece od sumnjivog
izvora,

— je li bilo izravnih ili neizravnih kontakata s divljim svinjama iz populacije
u kojoj se pojavljuje klasicna svinjska kuga,

— drze li se svinje na otvorenom u podruc¢ju u kojem su divlje svinje zara-
zene klasicnom svinjskom kugom,

— jesu li svinje hranjene napojem, a postoji sumnja da se s tim napojem nije
postupalo na nacin kojim se inaktivira virus klasi¢ne svinjske kuge,

— je li moglo do¢i do izlaganja, npr. zbog toga §to su neke osobe ili prije-
vozna sredstva ulazili u gospodarstvo itd,;

¢) nalaza koji se odnose na rezultate seroloskih testova. Glavni laboratorijski
nalazi koji se moraju uzeti u obzir su:

— seroloska reakcija prouzroena neopazenom zarazom virusom klasi¢ne
svinjske kuge ili cijepljenjem (1),

— medusobna reakcija izmedu protutijela na klasicnu svinjsku kugu i na
druge pestiviruse (%),

— otkrivanje pojedina¢nih nespecifi¢nih reaktora (3).

(1

-

Ako su svinje cijepljene protiv klasi¢ne svinjske kuge konvencionalnim cjepivom, njihov
nalaz moze pokazati da su seropozitivne zbog samog cjepiva ili zbog latentne zaraze
cijepljenih Zivotinja.

U odredenim uvjetima do 10 % svinja u jednome krdu moZze imati protutijela na pesti-
viruse prezivaca, uzro¢nike virusnog govedeg proljeva i tzv. borderske bolesti. Na
primjer, ako su svinje bile u izravnom dodiru s govedima ili ovcama zarazenima
virusom BVD-a ili BD-a, ili ako su svinje bile u dodiru s materijalima zarazenim
pestivirusima prezivaca.

U svim seroloskim testovima koji se danas koriste za dijagnosticiranje klasi¢ne svinjske
kuge manji dio seruma daje lazne/pozitivne rezultate zbog nedostatne specifi¢nosti
sustava testova ili zbog seruma uzetih od pojedina¢nih oboljelih Zivotinja.

(2

-

(3

~
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POGLAVLIJE 1V.

Postupci provjere i uzimanja uzoraka

A. Smjernice i postupci za klini¢ki pregled i uzorkovanje svinja sa sumnjivih
gospodarstava

1.

Drzave ¢lanice moraju osigurati provodenje odgovarajucih pregleda, uzor-
kovanja i laboratorijskih pretraga na sumnjivim gospodarstvima kako bi
potvrdile ili iskljucile nazo¢nost klasi¢ne svinjske kuge u skladu sa smjer-
nicama i postupcima utvrdenima u podstavcima od 2. do 7.

Bez obzira jesu li usvojene mjere iz clanka 4. stavka 2. Direktive
2001/89/EZ na doticnom gospodarstvu, te se smjernice i postupci
moraju takoder primjenjivati u sluajevima oboljenja kadgod se u diferen-
cijalnoj dijagnozi bude razmatrala mogucnost klasi¢ne svinjske kuge. Tu
spadaju i slucajevi kod kojih klini¢ki znakovi i epidemioloski tijek bolesti
koji se kod svinja promatraju, ukazuju tek na malu vjerojatnost da se radi
o klasi¢noj svinjskoj kugi.

U svim ostalim slucajevima kad se sumnja da su jedna ili viSe svinja
zarazene virusom klasi¢ne svinjske kuge, na doticnom sumnjivom gospo-
darstvu moraju se usvojiti mjere iz c¢lanka 4. stavka 2. Direktive
2001/89/EZ.

U slucaju sumnje na klasi¢nu svinjsku kugu u klaonici ili prijevoznom
sredstvu, primjenjuju se mutatis mutandi smjernice i postupci utvrdeni
podstavcima od 2. do 7.

Kad sluzbeni veterinar posjec¢uje sumnjivo gospodarstvo kako bi potvrdio
ili iskljucio klasi¢nu svinjsku kugu:

— mora provjeriti registar proizvodnje i evidenciju o zdravstvenom
stanju, ako su takve evidencije dostupne,

— mora pregledati sve podjedinice na gospodarstvu radi odabira svinja
koje ¢e se klinicki pregledati.

Klini¢ki pregled mora takoder ukljucivati mjerenje tjelesne temperature i
mora se prvenstveno odnositi na sljedece svinje ili skupine svinja:

— bolesne i svinje koje slabije uzimaju hranu,
— svinje koje su u rekonvalescenciji od kakve bolesti,

— svinje koje su nedavno dovedene iz podrucja potvrdenih epidemija ili
sa sumnjivih mjesta,

— svinje koje su se drzale u podjedinicama koje su u skorije vrijeme
posjetili vanjski posjetitelji koji su nedavno bili u kontaktu sa
svinjama za koje se sumnja da su zarazene, ili jesu zaraZene,
klasicnom svinjskom kugom ili za koje je utvrdeno da su imale
druge izrazito rizicne dodire s potencijalnim izvorom virusa klasi¢ne
svinjske kuge,

— svinje od kojih je ve¢ uzet uzorak i izvrSeno serolosko testiranje na
klasicnu svinjsku kugu, ako rezultati tih testova ne dopustaju da se
isklju¢i mogucénost klasi¢ne svinjske kuge, i svinje u kontaktu.

Ako pregled sumnjivoga gospodarstva nije ukazao na nazoc¢nost svinja ili
skupina svinja iz gornjeg podstavka, nadlezno tijelo mora, ne dovodeci u
pitanje ostale mjere koje se primjenjuju na doticnome gospodarstvu, u
skladu s Direktivom 2001/89/EZ i uzimajuéi u obzir epidemiolosku situa-
ciju:

— izvrSiti dodatne preglede na doticnome gospodarstvu u skladu s

podstavkom 3. u nastavku, ili

— osigurati uzimanje uzoraka krvi svinja s doti¢noga gospodarstva radi
provedbe laboratorijskih testova. U tom se slucaju kao smjernice
koriste postupci uzorkovanja utvrdeni podstavcima 5. i F.2, ili
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— usvojiti ili zadrzati mjere utvrdene u Clanku 4. stavku 2. Direktive
2001/89/EZ, ovisno o daljnjim pretragama na doti¢cnom gospodarstvu,
ili

— iskljuciti mogucnost da se radi o klasi¢noj svinjskoj kugi.

Kod upucivanja na ovaj stavak, klinicki pregled na doticnom gospodarstvu
mora se provoditi na nasumicno odabranim svinjama iz podjedinica za
koje je utvrdeno ili se sumnja da postoji opasnost da je u njih unesen
virus klasi¢ne svinjske kuge.

Najmanji broj svinja koji se mora pregledati mora omoguciti otkrivanje
povisene tjelesne temperature s 95 %-tnom pouzdanos$éu, ako je ona
prisutna kod 10 % jedinki u tim podjedinicama.

Medutim, ako se radi o:

— rasplodnim krmacama, najmanji broj pregledanih krmaca mora
omoguciti otkrivanje poviSene tjelesne temperature s 95 %-tnom pouz-
danoscu, ako se ona pojavljuje kod 5 % jedinki,

— centrima za sakupljanje sjemena, mora se pregledati sve rasplodne
neraste.

. Ako se na sumnjivom gospodarstvu otkriju uginule svinje ili svinje na

umoru, potrebno je izvrSiti preglede post mortem, po moguénosti na
barem pet takvih svinja, a posebno na svinjama koje:

— su prije ugibanja pokazivale ili pokazuju ocigledne znakove bolesti,
— imaju vrucicu,
— su uginule nedavno.

Ako takvi pregledi ne pokazu bolesne promjene koje ukazuju na prisut-
nost klasiéne svinjske kuge, ali se smatra da je zbog epidemioloske situa-
cije potrebno provesti daljnje pretrage:

— u podjedinici, u kojoj su se drzale uginule svinje ili svinje na umoru,
obvezno se mora obaviti klini¢ki pregled u skladu s podstavkom 3. te
uzorkovati krv u skladu s podstavkom 5., i

— mogu se obaviti i pregledi post mortem na 3 do 4 svinje u kontaktu.

Bez obzira na prisutnost ili izostanak bolesnih promjena koje ukazuju na
klasi¢cnu svinjsku kugu, obavezno se mora, radi obavljanja viroloSkih
testova u skladu s poglavljem V. odjeljkom B. podstavkom 1., od
svinja podvrgnutih pregledu post mortem, uzeti uzorke organa ili tkiva.
Preporuca se da to budu uzorci od nedavno uginulih svinja.

Prilikom obavljanja pregleda post mortem nadlezno tijelo mora osigurati:

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

— da svinje, ako se radi o svinjama na umoru, budu usmréene na human
nacin u skladu s Direktivom Vijeca 93/119/EEZ.

Ako se na sumnjivom gospodarstvu otkriju daljnji klini¢ki znakovi ili
bolesne promjene koji bi mogli ukazivati na klasi¢nu svinjsku kugu, a
nadlezno tijelo ocijeni da ti nalazi nisu dostatni da se potvrdi epidemija
klasi¢ne svinjske kuge te da se stoga mora provesti laboratorijske testove,
tada se od sumnjivih svinja i od drugih svinja u svakoj od podjedinica u
kojima se drze sumnjive svinje, u skladu s postupcima utvrdenima u
nastavku, moraju uzeti uzorci krvi za seroloSku pretragu.

Najmanji broj uzoraka koji se uzimaju za seroloske testove mora s 95 %-
tnom sigurnos¢u omoguciti otkrivanje 10 %-tne seroprevalencije (protuti-
jela/prokuzenosti) u doti¢noj podjedinici.
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Medutim, ako se radi o:

— rasplodnim krmac¢ama, najmanji broj krmaca kojima se uzimaju uzorci
mora s 95 %-tnom pouzdano$éu (') omoguéiti otkrivanje 5 %-tne
seroprevalencije,

— centrima za sakupljanje sjemena, uzorci krvi moraju se uzeti od svih
rasplodnih nerasta.

Broj uzoraka koji se uzima za viroloSke testove mora biti uskladen s
naputcima nadleznog tijela, koji moraju voditi raCuna o rasponu testova
koje je moguce obaviti, o osjetljivosti laboratorijskih testova koji ¢e se
koristiti i 0 postoje¢em epidemioloskom stanju.

6. Ako je sumnja u prisutnost klasi¢ne svinjske kuge na doticnom gospodar-
stvu povezana s rezultatima ranijih seroloSkih testova, osim uzimanja
uzoraka krvi svinja navedenih u stavku 2., drugom podstavku, petoj
alineji, primjenjuje se i sljede¢i postupak:

a) ako su seropozitivne svinje ujedno i brede krmace, neke od njih, po
mogucénosti najmanje tri, eutanazirat ¢e se i podvrgnuti pregledu post
mortem. Prije nego se krmace usmrte moraju im se uzeti uzorci krvi za
daljnje seroloske testove. Fetusi se podvrgavaju pregledu na virus
klasi¢ne svinjske kuge, virusni antigen ili genom virusa u skladu s
poglavljem VI. radi otkrivanja intrauterine infekcije;

b) ako su seropozitivne svinje krmace koje doje prasad, svoj prasadi
moraju se uzeti uzorci krvi i podvrgnuti ih pregledu na virus klasi¢ne
svinjske kuge, virusni antigen ili gemom virusa kako se navodi u
poglavlju VI. Uzorci krvi moraju se uzeti i krmacama te ih uputiti
na daljnje seroloske testove.

7. Ako nakon obavljenih pregleda na sumnjivom gospodarstvu nisu otkriveni
klinicki znakovi koji ukazuju na prisutnost klasicne svinjske kuge, a
nadlezno tijelo ocijeni da treba provesti daljnje laboratorijske testove
kako bi se klasi¢na svinjska kuga iskljucila, prilikom uzimanja uzoraka
krvi kao smjernice ¢e se upotrijebiti postupci utvrdeni u podstavku 5.

B. Postupci uzimanja uzoraka na gospodarstvu prilikom usmréivanja svinja
nakon $to je bolest potvrdena

1. U svrhu utvrdivanja nacina na koji je virus klasi¢ne svinjske kuge unesen
na zarazeno gospodarstvo i vremena koje je proteklo od njegovog unose-
nja, prilikom ubijanja svinja na imanju, nakon $to je izbijanje bolesti
potvrdeno u skladu s c¢lankom 5. stavkom 1. tockom (a) Direktive
2001/89/EZ, svinjama se radi obavljanja seroloskih testova moraju nasu-
micno uzeti uzorci krvi.

2. Najmanji broj svinja ¢iji se uzorci uzimaju mora biti dovoljan da se kod
svinja u svim podjedinicama na gospodarstvu s 95 %-tnom pouzdanoscu
otkrije 10 %-tna seroprevalencija ().

Uzorci za viroloSke testove mogu se uzimati i u skladu s uputama
nadleznog tijela u kojima treba voditi raCuna o rasponu testova koje je
moguce provesti, o osjetljivosti laboratorijskih testova koji ¢e se koristiti
kao 1 postojecoj epidemioloskoj situaciji.

3. Medutim, u slucaju sekundarnih epidemija, nadlezno tijelo moze odluciti
odstupiti od podstavaka 1. 1 2. te odrediti ad hoc postupke uzorkovanja,
pri ¢emu treba voditi racuna o ve¢ raspolozivim epidemioloskim podacima
na izvoriStu, o nacinima na koji je virus unesen u gospodarstvo i o
mogucénostima da se bolest s njega rasiri.

(") U nekim slu¢ajevima, npr. kad se sumnja na nazocnost klasiéne svinjske kuge na
gospodarstvu s ograni¢enim brojem mladih svinja, postotak zarazenih krmaca moze
biti vrlo malen. U tom se slu¢aju moraju uzeti uzorci od veéeg broja krmaca.

(®) Ako je, medutim, primijenjeno odstupanje predvideno ¢lankom 6. stavkom 1. Direktive
2001/89/EZ, uzimanje uzoraka mora se odnositi na one podjedinice na gospodarstvu u
kojima su svinje bile usmréene, ne dovodeéi u pitanje nastavak pregleda i uzimanja
uzoraka koje ¢e se vrSiti na ostatku svinja na gospodarstvu u skladu s naputcima
nadleZnog tijela.
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C. Postupci uzimanja uzoraka od svinja usmréenih u okviru preventivnih

mjera na sumnjivom gospodarstvu

1. Radi potvrde ili odbacivanja nazocnosti klasi¢ne svinjske kuge i radi
stjecanja novih epidemioloskih podataka, kad se svinje na sumnjivome
gospodarstvu usmréuju u okviru preventivne mjere u skladu s odredbama
Clanka 4. stavka 3. tocke (a) ili ¢lanka 7. stavka 2. Direktive 2001/89/EZ,
moraju se, u skladu s postupkom utvrdenim podstavkom 2., radi serolo-
§kih testova uzeti uzorci krvi, te radi viroloSkih testova uzorci krvi i
krajnika.

2. Uzorci se prvenstveno uzimaju od:

— svinja koje pokazuju bolesne promjene post mortem $to upuéuje na
nazoc¢nost klasi¢ne svinjske kuge te od svinja u kontaktu,

— drugih svinja koje su mogle biti u rizicnom doticaju sa zarazenim
svinjama ili onima za koje se sumnja da su zarazene virusom klasi¢ne
svinjske kuge, ili svinja za koje se sumnja da su zaraZene virusom
klasi¢éne svinjske kuge.

Uzorci tih svinja uzimaju se u skladu s naputcima nadleznog tijela, a oni
moraju voditi racuna o postoje¢em epidemioloskom stanju. U tom slucaju,
kao smjernice se koriste postupci uzimanja uzoraka utvrdeni u drugom,
tre¢em i Cetvrtom podstavku nastavka.

Nadalje, svinjama podrijetlom iz svake od podjedinica na gospodarstvu
moraju se nasumi¢no uzeti uzorci (). U tom slu¢aju, minimalan broj
uzoraka koji se uzimaju za seroloske testove mora s 95 %-tnom pouzda-
noS¢u omoguciti otkrivanje 10 %-tne seroprevalencije u doti¢noj podjedi-
nici.

Medutim, ako se radi o:

— rasplodnim krmacama, najmanji broj krmaca od kojih se uzimaju
uzorci mora s 95 %-tnom pouzdanoséu omoguciti otkrivanje 5 %-
tne seroprevalencije (%),

— centru za sakupljanje sjemena, uzorci krvi moraju se uzeti od svih
nerasta.

Vrsta uzoraka koji se uzimaju za viroloske testove i vrsta testa koji se
koristi moraju biti u skladu s uputama nadleznog tijela, a oni moraju
voditi racuna o rasponu testova koje je moguce izvesti, o osjetljivosti
tih testova, te o postojecoj epidemioloskoj situaciji.

D. Postupci provjere i uzorkovanja prije izdavanja odobrenja za preseljenje

(1

(2

-

~

svinja iz gospodarstava smjeStenih u zaraZenom ili ugroZenom podrudju i
u slucaju da su te svinje zaklane ili usmrcene

1. Ne dovode¢i u pitanje odredbe drugog podstavka clanka 11. stavka 1.
toc¢ke (f) Direktive 2001/89/EZ, kako bi se u skladu s ¢lankom 10.
stavkom 3. navedene Direktive odobrilo preseljenje svinja s gospodarstava
smjestenih u zarazenom ili ugrozenom podrucju, klini¢ki pregled koji vrsi
ovlasteni veterinar mora:

— biti obavljen unutar roka od 24 sata prije preseljenja svinja,

— biti u skladu s odredbama odjeljka A podstavka 2.

Ako je, medutim, nadlezno tijelo ograni¢ilo primjenu preventivnog usmréivanja samo na

dio gospodarstva na kojem se drze svinje za koje se sumnja sa su zarazene virusom
klasicne svinjske kuge, u skladu s c¢lankom 4. stavkom 3. to¢kom (a) Direktive
2001/89/EZ uzimanje uzoraka mora se odnositi na one pod-jedinice na gospodarstvu
na kojima je primijenjena ta mjera, ne dovode¢i u pitanje nastavak pregleda i uzimanja
uzoraka koje ¢e se vrSiti na ostatku svinja na gospodarstvu u skladu s naputcima
nadleznog tijela.

U nekim slucajevima, npr. kad se sumnja u nazocnost virusa klasi¢ne svinjske kuge
medu ograni¢enim brojem mladih svinja na gospodarstvu, dio zarazenih krmaca moze
biti vrlo malen. U tom je slu¢aju potrebno uzeti uzorke veéeg broja krmaca.
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2. Ako se radi o svinjama koje treba preseliti na drugo gospodarstvo, povrh

ispitivanja koje treba provesti u skladu s podstavkom 1., u svim podjedi-
nicama 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 ukljuditi i mjerenje tjelesne temperature odredenom dijelu
populacije svinja.

Najmanji broj svinja koji se mora provjeriti mora s 95 %-tnom pouzda-
noséu omoguciti otkrivanje vru¢ice u tim podjedinicama, ako je ona
prisutna kod 10 % populacije svinja.

Medutim, ako se radi o:

— rasplodnim krmacama, najmanji broj svinja koji se mora pregledati
mora s 95 %-tnom pouzdanoscu omoguciti otkrivanje 5 %-tne preva-
lencije u podjedinici u kojoj se drze svinje koje ¢e se seliti,

— nerastima, moraju se pregledati svi nerasti koji se sele.

Ako se radi o svinjama koje treba preseliti u klaonicu, u pogon za preradu
ili na druga mjesta na kojima ¢e biti usmréene ili zaklane, povrh ispiti-
vanja koja se vrSe u skladu s podstavkom 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 temperature odredenom dijelu populacije
svinja.

Najmanji broj svinja koji se mora provjeriti mora s 95 %-tnom pouzda-
nos¢u omoguciti otkrivanje vrucice ako se ona u doti¢nim pod-jedinicama
pojavljuje s 20 %-tnom prevalencijom.

Medutim, ako se radi o rasplodnim krmaCama i nerastima, najmanji broj
svinja koje treba pregledati mora s 95 %-tnom pouzdano$éu omoguditi
otkrivanje vru¢ice ako se ona, u podjedinici u kojoj se drze svinje koje
treba seliti, pojavljuje s 5 %-tnom prevalencijom.

Kod usmréivanja ili klanja svinja o kojima govori podstavak 3., potrebno
je za provedbu seroloskih testova uzeti uzorke krvi ili uzorke krvi i kraj-
nika za provedbu viroloskih testova svinja iz svake podjedinice iz koje se
svinje sele.

Najmanji broj uzoraka koji se mora uzeti mora s 95 %-tnom pouzdanoscu
omoguciti otkrivanje 10 %-tne seroprevalencije ili prevalencije virusa u
svakoj podjedinici.

Medutim, ako se radi o rasplodnim krmacama ili nerastima, najmanji broj
svinja ¢iji se uzorci moraju uzeti mora s 95 %-tnom pouzdano$éu omogu-
¢iti otkrivanje 5 %-tne seroprevalencije ili prevalencije virusa u podjedi-
nici u kojoj se te svinje drze.

Vrste uzoraka koji se uzimaju kao i test koji ¢e se upotrijebiti, u skladu su
s naputcima nadleznog tijela u kojima se mora voditi ratuna o rasponu
testova koje je moguce provesti, o osjetljivosti tih testova te o postojecoj
epidemioloskoj situaciji.

Ako su, medutim, klini¢ki znakovi i bolesne promjene post mortem koji
ukazuju na nazoc¢nost klasi¢ne svinjske kuge otkriveni nakon §to su svinje
zaklane ili usmréene, odstupajuci od podstavka 4., primjenjuju se odredbe
odjeljka C.

E. Postupci provjere i uzimanja uzoraka na gospodarstvu prilikom obnove
populacije

1.

Kad se svinje na gospodarstvo ponovno dovode u skladu s ¢lankom 13.
stavkom 2. tockom a) ili stavkom 2. tockom b) ¢lanka 19. stavka 8., ili s
drugim podstavkom to¢kom b) Direktive 2001/89/EZ, primjenjuje se slje-
deci postupak uzimanja uzoraka:

— ako se na gospodarstvo dovode pokusne svinje, uzorci krvi moraju se
nasumi¢no uzeti od dovoljnog broja svinja da se s 95 %-tnom pouz-
danos$¢u omoguci otkrivanje 10 %-tne seroprevalencije u svakoj poje-
dinoj podjedinici na gospodarstvu,
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— ako se vr§i obnova cjelokupne populacije, uzorci krvi za seroloske
testove moraju se nasumicno uzeti od dovoljnog broja svinja da se s
95 %-tnom pouzdano$éu omoguci otkrivanje 20 %-tne seroprevalen-
cije u svakoj pojedinoj podjedinici na gospodarstvu.

U slucaju rasplodnih krmaca i nerasta, medutim, broj uzoraka koji se
moraju uzeti mora biti takav da s 95 %-tnom pouzdanoséu omoguci
otkrivanje 10 %-tne seroprevalencije.

Nadlezno tijelo mora po dovodenju svinja osigurati da, u slucaju pojave
kakve bolesti ili uginuc¢a svinja na gospodarstvu iz nepoznatih razloga,
doticne svinje odmah budu testirane na klasi¢nu svinjsku kugu. Ove se
odredbe primjenjuju do ukidanja ogranicenja iz drugog podstavka clanka
13. stavka 2. tocke (a) i druge recenice drugog podstavka tocke (b), ¢lanka
19. stavka 8. Direktive 2001/89/EZ na doticnom gospodarstvu.

F. Postupci uzorkovanja na gospodarstvima na zaraZzenom podrucju prije
ukidanja ogranicenja

1.

Kako bi se na zarazenim podrucjima omogucilo ukidanje ogranicenja iz
clanka 10. Direktive 2001/89/EZ, u svim gospodarstvima u tom pojasu:

— mora se provesti ispitivanje u skladu s postupcima utvrdenim u
odjeljku A podstavcima 2. i 3.,

— uzorci krvi za seroloske testove moraju se uzeti kako je utvrdeno u
podstavku 2.

Najmanji broj uzoraka koji se moraju uzeti mora omoguciti da se s 95 %-
tnom pouzdano$éu omoguéi otkrivanje 10 %-tne seroprevalencije kod
svinja u svim podjedinicama na gospodarstvu.

Medutim, ako se radi o:

— rasplodnim krmacama, najmanji broj uzoraka koji se moraju uzeti
mora s 95 %-tnom pouzdanoséu omoguciti otkrivanje 5 %-tne sero-
prevalencije,

— centru za sakupljanje sjemena, uzorci krvi moraju se uzeti od svih
nerasta.

G. Postupci uzorkovanja na gospodarstvima na ugroZzenom podrudju prije
ukidanja ogranicenja

1.

Da bi se na ugrozenom podruéju mogla ukinuti ograni¢enja iz ¢lanka 11.
Direktive 2001789/EZ na gospodarstvima, na tom podruc¢ju mora se
obaviti klini¢ki pregled u skladu s postupcima utvrdenima u odjeljku A
podstavku 2.

Od svinja se, osim toga, moraju uzeti uzorci krvi za seroloske testove:

— na svim gospodarstvima na kojima se drze svinje u dobi od dva do
osam mjeseci,

— kad god nadlezno tijelo ocijeni da se klasi¢na svinjska kuga mogla
neopazeno prosiriti medu rasplodnim krmacama,

— na svim ostalim gospodarstvima za koje nadlezno tijelo ocijeni da je s
njih potrebno uzeti uzorke,

— u svim centrima za sakupljanje sjemena.

Kad god se na gospodarstvima smjestenim u nadziranom pojasu provode
seroloski testovi, broj uzoraka uzet na tim gospodarstvima mora biti u
skladu s odjeljkom F. podstavkom 2. Medutim, ako nadlezno tijelo
prosudi da bi se klasi¢na svinjska kuga neopazeno mogla prosiriti medu
rasplodnim krmacama, uzorke je moguée uzeti samo u podjedinicama u
kojima se drze te zivotinje.
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H. Postupci seroloskog pretraZivanja i uzorkovanja u podrudjima za koja se
sumnja na pojavu klasi¢ne svinjske kuge ili je ona potvrdena kod divljih
svinja

1.

U slucaju seroloskih pretrazivanja divljih svinja u podrué¢jima u kojima je
potvrdena klasi¢na svinjska kuga, ili se na nju sumnja, veli¢ina i zemljo-
pisno podrucje ciljane populacije od koje ¢e se uzimati uzorci mora se
utvrditi prethodno radi odredivanja to¢nog broja uzoraka koji ¢e se
uzimati. Veli¢ina uzorka odreduje se prema procijenjenom broju Zzivih
zivotinja, a ne prema broju ustrijeljenih.

Ako nema podataka o gustoci i veli¢ini populacije, mora se odrediti
zemljopisno podrucje na kojem ¢e se uzimati uzorci, vode¢i pri tom
rauna o stalnoj nazoc¢nosti divljih svinja i postojanju prirodnih i umjetnih
prepreka koje su u stanju sprijeéiti velika i stalna kretanja zivotinja. Ako
takvih okolnosti nema ili se radi o velikim podruéjima, preporuca se da se
za uzimanje uzoraka odrede podrudja od najvise 200 km?2 na kojima
obi¢no zivi izmedu 400 i 1 000 divljih svinja.

Ne dovodeci u pitanje odredbe ¢lanka 15. stavka 2. tocke (c) Direktive
2001/89/EZ najmanji broj svinja, od kojih je potrebno uzeti uzorak unutar
za to odredenoga podruc¢ja, mora s 95 %-tnom pouzdanoscu omoguditi
otkrivanje 5 %-tne seroprevalencije. U tu je svrhu potrebno uzeti uzorke
barem 59 Zzivotinja sa svakog utvrdenog podrudja.

Preporuca se takoder da:

— u podru¢jima u kojima je lov ucestaliji i vr$i se redovito, ili se u njima
kao mjera nadzora nad bolestima vr§i selektivni izlov, otprilike 50 %
zivotinja Ciji se uzorci uzimaju bude iz starosne skupine od tri mjeseca
do godine dana, 35 % od jedne do dvije godine, a 15 % starije od 2
godine,

— u podru¢jima u kojima se rijetko lovi ili se uopée ne lovi, uzorci budu
uzeti na barem 32 Zivotinje iz svake od tri dobne skupine,

— se uzimanje uzoraka izvrSi u kratkom vremenu, po mogucnosti ne
duljem od mjeseca dana,

— se starost zivotinja od kojih su uzeti uzorci odredi prema izraslim
zubima.

Uzimanje uzoraka divljih svinja koje su ustrijeljene ili su pronadene
uginule, za potrebe viroloskih testova, vr$i se na na¢in utvrden u poglavlju
V odjeljku B podstavku 1.

Ocijeni li se da je potrebno provesti virolosku pretragu ustrijeljenih divljih
svinja, ona se mora provesti na Zivotinjama izmedu tri mjeseca i godine
dana starosti.

Svi uzorci koji se upucuju u laboratorije moraju biti popraceni upitnikom
iz Clanka 16. stavka 3. podstavka 1. Direktive 2001/89/EZ.

POGLAVLIE V.

Opéi postupci i mjerila za sakupljanje i prijevoz uzoraka

A. Op¢i postupci i mjerila

1.

Prije nego na sumnjivom gospodarstvu pocne uzorkovanje, mora se
pripremiti nacrt gospodarstva i odrediti njegove epidemioloske podjedi-
nice.

Svaki put kad se ocijeni da bi moglo zatrebati ponavljanje uzorkovanja,
sve svinje kojima su uzeti uzorci moraju se oznaciti na jedinstven nacin
kako bi se olakSalo ponovno uzorkovanje.



2002D0106 — HR — 11.12.2003 — 001.003 — 15

3. Ne dovode¢i u pitanje poglavlje IV. odjeljak A. podstavak 5. b, uzorci za
serolosko testiranje ne smiju se uzimati od prasadi mlade od osam tjedana.

4. Svi uzorci moraju se poslati u laboratorij prac¢eni odgovaraju¢im obra-
scima, u skladu s uvjetima koje odredi nadlezno tijelo. Ti obrasci
moraju sadrzavati pojedinosti o zivotu svinja ¢iji su uzorci uzeti, o klini-
¢kim znakovima ili uocenim bolesnim promjenama post mortem.

Ako se radi o svinjama koje se drZze na gospodarstvima, mora se dati i
jasne podatke o starosti, kategoriji i gospodarstvu podrijetla svinja kojima
su uzorci uzeti. Preporuca se da se za svaku svinju od koje se uzima
uzorak zabiljeze njezino mjesto na gospodarstvu i njezina jedinstvena
identifikacijska oznaka.

B. Uzorkovanje za viroloske testove

1. Za otkrivanje virusa, antigena i genoma klasi¢ne svinjske kuge kod
uginulih ili eutanaziranih svinja najprikladniji su uzorci tkiva krajnika,
slezene i bubrega. Preporuca se, osim toga, prikupljanje po dva uzorka
drugih limfnih tkiva kao $to su retrofaringealni parotidni, mandibularni i
mezenterijalni limfni ¢vorovi i uzorak vitog tankog crijeva. U slucaju
trupala u raspadu, cijela duga ili prsna kost moze posluziti kao odabrani
uzorak.

2. Uzorci nezgrusane ili zgruSane krvi moraju se sakupiti od svinja koje
pokazuju znakove vruéice ili druge znakove oboljenja u skladu s
uputama nadleznog tijela.

3. Za bolesne zivotinje preporucuju se viroloski testovi. Njihova je vrijednost
obi¢no ograni¢ena ako se koriste za promatranje zivotinja koje ne poka-
zuju klinicke znakove. Medutim, ako je cilj opseznih radnji uzimanja
uzoraka otkriti virus klasiéne svinjske kuge dok su svinje jo$ u razdoblju
inkubacije, najprikladniji uzorci su krajnici.

C. Prijevoz uzoraka

1. Preporuca se da se uzorci:
— prevoze i pohranjuju u nepropusnim spremnicima,
— ne zamrzavaju, nego pohrane na temperaturi hladnjaka,
— isporuce laboratoriju u najkra¢em roku,

— drze u paketu u kojemu se za hladenje koriste ledeni uloSci umjesto
vlaznog leda,

— tkiva i organa smjeste u zasebne, zapeCacene, propisno oznacene
plasti¢ne vrecice. Potom se smjestaju u vecée i ¢vrsée vanjske sprem-
nike i pakiraju s dovoljnom koli¢inom upijaju¢eg materijala koji stiti
od ostecenja i sprecava curenje,

— kad god je to mogude, izravno prevezu u laboratorij kako bi se
osigurao brz i pouzdan prijevoz, te da to ¢ini kompetentno osoblje.

2. Vanjska strana paketa mora se oznaciti adresom laboratorija odredista, a
mora istaknuti i sljede¢u poruku: Zivotinjski patoloski materijal; pokvar-
ljivo; lomljivo; ne otvarati izvan laboratorija za klasiénu svinjsku kugu.

3. Prijemni laboratorij mora unaprijed biti obavijeSten o vremenu i nacinu
stizanja uzoraka.

4. U zratnom prijevozu uzoraka koji se iz drzava Clanice, osim Njemacke, ili
tre¢ih zemalja prevoze u referentni laboratorij Zajednice ('), paket mora
biti oznacen u skladu s propisima IATA-e.

(') Referentni laboratorij Zajednice za dijagnosticiranje klasi¢ne svinjske kuge ima neogra-
ni¢enu dozvolu zaprimati dijagnosticke uzorke i izolate virusa klasi¢ne svinjske kuge. Taj
laboratorij moze zatraziti da preslika uvozne dozvole prije prijevoza bude u privitku u
omotnici zakvacenoj za paket izvana.
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POGLAVLIJE VL

Nacela i koriStenje viroloSkih testova i ocjena njihovih rezultata

A. Otkrivanje virusnog antigena

1.

Imunofluorescentni test (imunofluorescencija, FAT)

Nacelo ovog testa je otkrivanje virusnog antigena u kriostatskim rezovima
organskog tkiva svinja za koje se sumnja da su zarazene virusom klasi¢ne
svinjske kuge. Virusni antigen otkriva se protutijelom konjugiranim fluo-
resceinizotiocianatom. Pozitivan rezultat trebao bi se potvrditi ponavlja-
njem bojenja tkiva specificnim monoklonskim protutijelom.

Prikladni organi su krajnici, bubrezi, slezena, razni limfni ¢vorovi i vito
tanko crijevo. Obrisak stanica kostane srzi takoder se moze iskoristiti kod
divljih svinja ako navedeni organi nisu dostupni ili se raspadaju.

Test se moze provesti u jednom danu. Budu¢i da se uzorci organa mogu
dobiti samo s uginulih zivotinja, njegova je primjena kod selekcije ogra-
ni¢ena. Pouzdanost rezultata testova moze osujetiti nevjesto bojenje,
posebno ako nema znatnog iskustva potrebnog za provedbu testova ili
se organi koji se testiraju raspadaju.

ELISA za otkrivanje antigena

Virusni antigen otkriva se koriStenjem raznih ELISA tehnika. Osjetljivost
ELISA-e¢ za otkrivanje antigena trebala bi biti dovoljno visoka da kod
zivotinja koje pokazuju klinicke znakove klasi¢ne svinjske kuge daje
pozitivan rezultat.

Koristenje ELISA-e za otkrivanje antigena preporuca se na uzorcima
zivotinja koje pokazuju klinicke znakove ili patoloske znakove bolesti.
Nije prikladna za ispitivanja pojedinacnih zivotinja. Primjereni uzorci su
leukociti, serum, nezgruSana krv, kao i suspenzije organa navedenih u
podstavku 1. uzetih od svinja za koje se sumnja da su zarazene
virusom klasi¢ne svinjske kuge (!).

ELISA se moze provesti u jednom danu, a za njenu primjenu je dostupna
i automatizirana oprema. Njezina je glavna prednost u tome Sto se velik
broj uzoraka moze obraditi u kratkom vremenu. Preporuca se koriStenje
ELISA-e za otkrivanje antigena koji daje zadovoljavajuce rezultate na
referalnim materijalima. Trenutno su, medutim, svi komercijalni ELISA
kompleti slabije osjetljivi nego izolacija virusa na stanicnoj kulturi, a
osjetljivost im je znatno bolja na uzorcima krvi prasadi nego odraslih
svinja.

B. Izolacija virusa

1.

Izolacija virusa temelji se na uzgoju materijala uzorka na prijemljivoj
stani¢noj kulturi svinjskog podrijetla. Pojavi li se virus klasi¢ne svinjske
kuge na tom uzorku, on ¢e se na stanicama umnoziti u tolikoj mjeri da ée
ga se mo¢i otkriti imuno-bojenjem zarazenih stanica konjugiranim protu-
tijelima. Za diferencijalnu dijagnozu obzirom na druge pestiviruse
potrebna su specifiéna protutijela za virus klasi¢ne svinjske kuge.

Najbolji uzorak za izolaciju virusa klasi¢ne svinjske kuge su leukociti,
plazma ili cjelovita krv dobivena iz nezgrusanog krvnog uzorka, ili od
organa navedenih u odjeljku A. podstavku 1.

Izolacija virusa prikladnija je za ispitivanje uzoraka malog broja zivotinja
nego za masovan nadzor. Postupak izolacije virusa zahtijeva intenzivan
rad i potrebna su barem tri dana da se poluce rezultati. Postoji moguénost
da ¢e trebati dvije dodatne pasaze virusa za otkrivanje virusa koji se u
uzorku nalazi u vrlo niskom titru. Ispitivanje tako moze potrajati i desetak
dana prije dobivanja konac¢nog rezultata. Uzorci koji se raspadaju mogu za
stani¢nu kulturu biti citotoksicni te tako ograniCiti njezino koriStenje.

(") U prodaji je dostupno nekoliko ELISA kompleta za otkrivanje antigena klasi¢ne svinjske

kuge, koji su potvrdeni za razliCite tipove uzoraka.
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4. Metoda izolacije virusa preporuca se takoder ako je klasi¢na svinjska kuga
prethodno potvrdena drugim metodama. Mora se koristiti kao referentni
test za potvrdu prethodnih pozitivnih rezultata ELISA-e za otkrivanje
antigena, PCR-a, imunofluorescencije ili metode neizravnim bojenjem
peroksidazom.

Izolati virusa klasi¢ne svinjske kuge dobiveni na ovaj nacin korisni su za
karakterizaciju virusa, ukljuCujuéi i genetsku tipizaciju i molekularnu
epidemiologiju.

5. Svi izolati virusa klasi¢ne svinjske kuge iz svih primarnih epidemija,
primarni slucajevi medu divljim svinjama ili slucajevi u klaonicama ili
prijevoznim sredstvima moraju se genetski tipizirati u nacionalnom refe-
rentnom laboratoriju drzave ¢lanice ili u nekom drugom laboratoriju koji
je odobrila ili doti¢na drzava ¢lanica ili referentni laboratorij Zajednice u
skladu s odjeljkom E.

U svakom slucaju, ti izolati virusa moraju se bez odlaganja poslati u
referentni laboratorij Zajednice za sakupljanje virusa.

C. Otkrivanje virusnoga genoma

1. Za otkrivanje virusnoga genoma u uzorcima krvi, tkiva i organa primje-
njuje se lancana reakcija polimerazom (PCR). Odsjecci virusne RNK
prevode se u DNK oblik koji se uz pomo¢ PCR-a umnozava do koli¢ine
koju je moguce otkriti. Obzirom da ovaj test otkriva samo genomski slijed
virusa, PCR moze biti pozitivan iako zarazni virus nije prisutan (npr. u
raspadnutim tkivima ili na uzorcima svinja koje se oporavljaju).

2. Lancana reakcija polimerazom (PCR) moze se upotrijebiti na manjem
broju pomno odabranih uzoraka uzetih od sumnjivih Zivotinja ili s mate-
rijala pobacenih plodova. Na leSinama divljih veprova to moze biti jedna
od odabranih metoda ako se materijal raspada, a zbog citotoksicnosti vise
nije moguca izolacija virusa.

3. Materijal prikladan za dijagnozu PCR-om su organi opisani u izolaciji
virusa ili nezgrusana krv.

4. PCR se moze provesti u roku od 48 sati. Zahtijeva odgovarajucu labora-
torijsku opremu, zasebne prostorije i vjesto osoblje. Prednost metode je u
tome §to zarazne Cestice virusa ne treba replicirati u laboratoriju. Metoda
je visoko osjetljiva, ali lako dolazi do kontaminacije uzoraka, §to dovodi
do lazno pozitivnih rezultata. Zbog toga su neophodni postupci strogog
nadzora kvalitete izvedbe. Neke metode su viSe usmjerene na otkrivanje
pestivirusa nego na virus klasi¢ne svinjske kuge, Sto zahtijeva dodatne
testove provjere, kao §to je nizanje proizvoda lancane reakcije polimeraze
(PCR-a).

D. Ocjena rezultata viroloskih testova

1. Viroloski testovi neophodni su za potvrdu prisutnosti klasi¢ne svinjske
kuge.

Izolacija virusa mora se smatrati referentnim viroloskim testom i mora se,
prema potrebi, rabiti kao potvrdni test. Osobito se preporuca ako pozitivni
rezultati testova FAT, ELISA ili PCR nisu popra¢eni uoc¢avanjem klini-
¢kih znakova ili bolesnih promjena prouzrocenih oboljenjem, i u slucaju
bilo kojih drugih sumnji.

Medutim, primarno izbijanje klasi¢ne svinjske kuge moze se potvrditi ako
su kod svinja u pitanju otkriveni klinicki znakovi i patoanatomske
promjene, a barem su dva testa za otkrivanje antigena i genoma dala
pozitivne rezultate.

Sekundarno izbijanje klasi¢ne svinjske kuge moze se potvrditi ako su
osim epidemioloske poveznice s potvrdenom epidemijom ili potvrdenim
slucajem kod doti¢nih svinja otkriveni klini¢ki znakovi ili bolesne
promjene, a testovi za otkrivanje antigena ili genoma su dali pozitivan
rezultat.
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Primarni slucaj klasi¢ne svinjske kuge kod divljih svinja moze se potvrditi
nakon Sto su provedeni test izolacije virusa ili barem dva testa za otkri-
vanje antigena ili genoma dali pozitivne rezultate. Dodatni slucajevi
klasi¢ne svinjske kuge kod divljih svinja za koje postoji epidemioloska
poveznica s ranije potvrdenim sluéajevima mogu se potvrditi ako je test za
otkrivanje antigena ili genoma dao pozitivan rezultat.

Za utvrdivanje pozitivnog rezultata testa za otkrivanje genoma ili antigena
na klasi¢nu svinjsku kugu u izvedbi doti¢nog testa morala su biti koriStena
protutijela i pocetnice (eng. primers), specificne za virus klasi¢ne svinjske
kuge. Ako upotrijebljeni test nije bio specifi¢an za virus klasi¢ne svinjske
kuge, nego samo za pestiviruse, mora ga se ponoviti uz koristenje
reagensa specificnog za virus klasi¢ne svinjske kuge.

E. Genetska tipizacija izolata virusa klasi¢ne svinjske kuge

1.

Genetska tipizacija izolata virusa klasi¢ne svinjske kuge postize se odre-
divanjem nukleotidnih sljedova pojedinih odsjecaka genoma virusa
klasi¢ne svinjske kuge, tj. tocno odredenih dijelova 5. nekodirajuce
regije 1/ili gena koji kodira za glikoprotein E2. Sli¢nost ovih sljedova sa
sljedovima ranije dobivenih virusnih izolata moze re¢i nesto o tome jesu li
epidemije prouzrocili neki novi ili ve¢ poznati sojevi. To moze poduprijeti
ili opovrgnuti pretpostavku na koju su o putovima prijenosa ukazali epide-
mioloski tragovi.

Genetska tipizacija izolata virusa klasi¢ne svinjske kuge od iznimnog je
znacaja za odredivanje izvora bolesti. Medutim, visoka genetska srodnost
izmedu virusa prikupljenih u razli¢itim epidemijama nije apsolutan dokaz
izravne epidemioloske povezanosti.

Ako virusnu tipizaciju nije moguce u kratkom roku obaviti u nekom od
nacionalnih laboratorija ili u bilo kojem laboratoriju ovlastenom za dija-
gnosticiranje klasicne svinjske kuge, izvorni se uzorak virusnog izolata
mora §to prije poslati na tipizaciju u referentni laboratorij Zajednice.

Podaci koje o tipizaciji i sljedovima izolata virusa klasi¢ne svinjske kuge
imaju na raspolaganju laboratoriji ovlasteni za dijagnosticiranje klasi¢ne
svinjske kuge moraju se proslijediti referentnom laboratoriju Zajednice
kako bi ih tamo unijeli u svoje postojec¢e baze podataka.

Podaci pohranjeni u toj bazi podataka moraju biti dostupni svim nacio-
nalnim referentnim laboratorijima drzava ¢lanica. Medutim, za potrebe
objavljivanja u znanstvenim casopisima, ako to doticni laboratorij zatrazi,
referentni laboratorij Zajednice mora zajamciti povjerljivost tih podataka
do njihovog objavljivanja.

POGLAVLIE VIIL

Nacela i koristenje seroloSkih testova i procjena njihovih rezultata

A. Temeljna nacela i dijagnosti¢ka vrijednost

1.

Kod svinja zarazenih virusom klasi¢ne svinjske kuge, protutijela se obi¢no
otkrivaju u uzorcima seruma dva do tri tjedna nakon infekcija. Kod svinja
koje su bolest preboljele, zastitna neutralizirajuéa protutijela mogu se
otkrivati tijekom nekoliko sljedec¢ih godina ili ¢ak do uginuca. Protutijela
se povremeno mogu uociti u zavrsnom stadiju smrtno oboljelih Zivotinja.
Kod nekih svinja s kroni¢nim oblikom klasi¢ne svinjske kuge, protutijela
se mogu uociti tijekom nekoliko dana krajem prvoga mjeseca od pocetka
infekcije.

Svinje zarazene in utero mogu biti imuno-snosljive prema homolognom
virusu klasi¢ne svinjske kuge iste grade te stoga ne proizvoditi specificna
protutijela. Ipak, tijekom nekoliko prvih dana zivota kod njih se mogu
otkriti protutijela podrijetlom od majke. Poluzivot majéinih protutijela u
zdrave, neviremi¢ne prasadi je oko dva tjedna. Pronadu li se kod prasadi
od tri mjeseca, vrlo je malo vjerojatno da su protutijela klasi¢ne svinjske
kuge podrijetlom od majke.
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2. Utvrdivanje protutijela za virus klasi¢ne svinjske kuge u serumu ili plazmi
provodi se kao pomo¢ dijagnosticiranju klasi¢ne svinjske kuge na
sumnjivim gospodarstvima, za odredivanje starosti zaraze u slucaju potvr-
dene epidemije i za potrebe pracenja i nadzora. Vrijednost seroloskih
testova je, medutim, ograniCena kod otkrivanja prisutnosti klasi¢ne
svinjske kuge ako se zaraza na gospodarstvu pojavila tek nedavno.

Malen broj seropozitivnih svinja s niskim neutralizacijskim titrom moze
upudivati na nedavnu zarazu (dva do Cetiri tjedna). Velik broj svinja s
visokim neutralizacijskim titrom moze upucivati da je virus na gospodar-
stvo usao prije vise od mjesec dana. Mjesto na gospodarstvu na kojem se
nalaze seropozitivne svinje moze ponuditi vrijedne informacije o tome
kako je virus klasi¢ne svinjske kuge us$ao na gospodarstvo.

Ipak, u okviru ispitivanja koje ¢e se u skladu s ¢lankom 8. Direktive
2001/89/EZ provesti u sluaju sumnje na prisutnost klasi¢ne svinjske
kuge ili, ako je ona ve¢ potvrdena, moraju se pomno ocijeniti rezultati
seroloskih testova, vodec¢i pritom racuna o cjelokupnim klinickim, virolo-
skim i epidemioloskim nalazima.

B. Preporuceni seroloski testovi

1. Najbolji odabir testova za postavljanje seroloske dijagnoze klasi¢ne
svinjske kuge su virus-neutralizacijski test (VNT) i ELISA.

Kakvoca i djelotvornost seroloske dijagnoze koju obavljaju nacionalni
laboratoriji mora se stalno provjeravati u okviru medulaboratorijskih uspo-
rednih testova koje povremeno organizira referentni laboratorij Zajednice.

2. VNT se temelji na utvrdivanju neutralizacijske aktivnosti protutijela iz
uzorka seruma prema virusu, izrazene u mjerilu 50 % neutralizacije
(ND50).

Virus klasiéne svinjske kuge utvrdenog titra inkubira se na temperaturi od
37 °C s razrijedenim serumom. Za potrebe brzih metoda utvrdivanja
seroloskoga stanja serumi se pocetno razrjeduju na 1/10. Kad je potrebna
potpuna titracija serum se moze pripremno razrijediti dvostruko, pocevsi
od 1/2 ili 1/5. Svaki od tih razrijedenih seruma mijesa se s jednakim
volumenom virusne otopine koja sadrzi 100 infektivnih doza (TCID 50).

Nakon inkubacije, mjeSavina se nasaduje na prikladne stani¢ne kulture i
inkubira tri do pet dana. Po isteku tog inkubacijskog razdoblja, stanice se
fiksiraju i svako umnozavanje virusa u zarazenim stanicama uocava se uz
pomo¢ imunoloskog sustava oznacivanja. Kao potvrda se mogu upotrije-
biti bilo pokus neutralizacijskim protutijelom povezanim s peroksidazom
(NPLA) ili neutralizacija imunofluorescencijom (NIF).

Rezultati VNT-a izrazavaju se kao reciproéna vrijednost pocetnog razrije-
denog seruma u kojoj polovica cijepljenih stani¢nih kultura (mjerilo 50 %)
ne pokaze virusno umnozavanje (nema posebnih imunoloskih oznaka).
Procjenjuje se tocka izmedu dva stupnja razrjedenja. Sustav konacnog
razrjedenja temelji se na stvarnome razrjedenju seruma za vrijeme neutra-
lizacijske reakcije, tj. nakon dodavanja virusa, ali prije dodavanja stani¢ne
otopine.

3. VNT je najosjetljiviji i najpouzdaniji test za otkrivanje protutijela na virus
klasi¢ne svinjske kuge. Zbog toga se preporua za individualna i
mnostvena seroloska ispitivanja. Medutim, ovim je testom mogude
otkriti i medusobno neutraliziraju¢a protutijela specificna za slucajeve
svinja zarazenih pestivirusima prezivaca.

Kad se test VNT koristi za otkrivanje protutijela na virus VP/BSG,
primjenjuju se ve¢ navedena nacela, a provode se za dobivanje diferenci-
jalne dijagnoze klasi¢ne svinjske kuge.

4. Sojevi pestivirusa koji se koriste za neutralizacijske testove moraju biti
uskladeni s preporukom referentnog laboratorija Zajednice.
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5. Razvijeno je nekoliko tehnika ELISA-e za otkrivanje klasi¢ne svinjske

kuge, koje koriste monoklonska protutijela, koja se dijele u dvije vrste:
kompetitivna ili blokirajuéa ELISA i nekompetitivna ELISA.

Kompetitivna ili blokiraju¢a ELISA najée$¢e primjenjuje monoklonska
protutijela. Sadrzi 1i uzorak seruma protutijela na klasi¢ni virus, to Ce
onemoguciti vezivanje odabranih monoklonskih protutijela konjugiranih
peroksidazom za virusni antigen, a rezultat ¢e biti smanjeni signal prebo-
jenja.

Kod nekopetitivnih testova ELISA vezivanje protutijela iz seruma na
antigen mjeri se izravno upotrebom protutijela na svinjska protutijela
konjugirana peroksidazom.

Nacionalni laboratoriji moraju obavezno vrsiti nadzor kakvoce osjetljivosti
i specifiénosti svake serije testa ELISA, koriste¢i pri tom popis referentnih
seruma koji je priredio referentni laboratorij Zajednice. Taj popis obuh-
vaca:

— serume svinja u ranom stupnju zaraze virusom klasi¢ne svinjske kuge
(prije nego protekne 21 dan od pocetka zaraze),

— serume svinja u rekonvalescenciji (po isteku 21 dana od pocetka zara-
ze),

— serume svinja zarazenih pestivirusima prezivaca.

ELISA komplet koji se mora upotrijebiti za postavljanje seroloske dija-
gnoze klasicne svinjske kuge mora prepoznavati sve referentne serume
dobivene od svinja koje se oporavljaju. Svi rezultati dobiveni na refe-
rentnim serumima moraju biti ponovljivi. Preporuca se nadalje da imaju
mogucnost otkrivanja svih pozitivnih seruma uzetih u ranom stupnju i da
imaju $to manje unakrsnih reakcija sa serumima svinja zarazenih pestivi-
rusima prezivaca.

Rezultati dobiveni na referentnim serumima uzetim od svinja u ranom
stupnju zaraze pokazatelj su osjetljivosti ELISA-e.

Smatra se da je osjetljivost ELISA-e manja od osjetljivosti VNT-a, pa se
ona stoga preporuca kao brzi test za provjeru prisutnosti zaraze na razini
krda. Medutim, ELISA ne zahtijeva tako specijalizirane pogone, a zahva-
ljuju¢i automatiziranim sustavima, provodi se znatno brze nego VNT.

Test ELISA mora osigurati prepoznavanje svih zaraza klasicnom svinj-
skom kugom u stadiju oporavka, a mora ga se maksimalno osloboditi
smetnji nastalih zbog unakrsne reakcije protutijela na pestiviruse prezi-
vaca.

C. Tumacenje seroloSkih rezultata i diferencijalnih dijagnoza infekcijama
uzrokovanih pestivirusima prezivaca (BVDV i BDV)

1.

Ne dovode¢i u pitanje odredbe Clanka 4. stavka 3. tocke (a) ili ¢lanka 7.
stavka 2. Direktive 2001/89/EZ, u slucaju otkrivanja neutralizacijskog titra
virusa klasi¢ne svinjske kuge jednakog ili viSeg od 10 NDs, u uzorcima
seruma prikupljenih od jedne ili viSe svinja, ili dobivanja pozitivnog
rezultata testa ELISA u uzrocima seruma uzetih od neke skupine svinja,
na doticnom gospodarstvu moraju se odmah primijeniti mjere iz ¢lanka 4.
stavka 2. Direktive 2001/89/EZ ili, ako se one ve¢ primjenjuju, mora se
nastaviti s njihovom primjenom.

Ve¢ sakupljeni uzorci s tog gospodarstva moraju se ponovno testirati
VNT-om s usporednom titracijom neutralizacijskih protutijela na virus
klasi¢ne svinjske kuge i pestiviruse prezivaca.

Pokazu li usporedni testovi protutijela na pestiviruse prezivaca, a
izostanak ili ocigledno manje titara protutijela (nizi od trostruko) na
virus klasi¢ne svinjske kuge, mora se odbaciti sumnja na klasi¢nu svinjsku
kugu, osim ako ne postoje drugi razlozi koji traZze nastavak primjene mjera
iz Clanka 4. stavka 2. Direktive 2001/89/EZ na dotiénom gospodarstvu.
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3. Pokazu li usporedni testovi neutralizacijski titar virusa kod vise od jedne
svinje jednak ili viSi od 10 NDsy, a taj je titar jednak ili viSi nego titri na
druge pestiviruse, nadlezno tijelo se mora pobrinuti da se potvrdi prisut-
nost klasi¢ne svinjske kuge, pod uvjetom da su na dotiénom gospodarstvu
pronadeni i epidemioloski dokazi te bolesti.

4. Ne dovode¢i u pitanje odredbe ¢lanka 4. stavka 3. Direktive 2001/89/EZ,
ako nisu pronadeni epidemioloski dokazi bolesti ili ako su rezultati ranije
provedenih testova nedoreceni, nadlezno tijelo mora osigurati da se na
doti¢nom gospodarstvu:

— nastavi primjena mjera iz ¢lanka 4. stavka 2. Direktive 2001/89/EZ,

— §to prije, u skladu s poglavljem IV., provedu daljnja ispitivanja radi
potvrde ili odbacivanja prisutnosti klasi¢ne svinjske kuge.

5. Ako, medutim, daljnje provjere i testovi iz podstavka 4. ne dopuste da se
isklju¢i mogucnost prisutnosti klasi¢ne svinjske kuge, na gospodarstvu se,
nakon S§to su protekla barem dva tjedna od prethodnih provjera, provodi
dodatno uzimanje uzoraka za serolosko testiranje.

U okviru tog dodatnog uzimanja uzoraka, ponovno se uzimaju i testiraju
uzorci istih svinja kao i ranije radi usporednog seroloskog testiranja s
prethodno prikupljenim uzorcima, kako bi se otkrila sero-konverzija
virusa klasi¢ne svinjske kuge ili pestivirusa prezivaca, ako ona postoji.

Ako ni te dodatne provjere i testovi ne omoguée potvrdu prisutnosti
klasicne svinjske kuge, mjere iz Clanka 4. Direktive 2001/89/EZ mogu
se ukinuti.

POGLAVLIJE VIII.
Razlikovni testovi u slucaju potrebe za Zurnim postupkom cijepljenja
A. Osnovna nacela

1. Razlikovni seroloski test ELISA (razlikovni test) dostupan je i moze
uspjes$no razlikovati svinje cijepljene cjepivom markerom koje potice
protutijela samo na glikoprotein E2 virusa klasi¢ne svinjske kuge, od
svinja zarazenih divljom vrstom virusa klasi¢ne svinjske kuge. Ovaj test
smisljen je tako da otkrije protutijela na E™ glikoprotein virusa klasi¢ne
svinjske kuge. Temelji se na naelu da nezarazene zivotinje cijepljene
cjepivima markerima proizvode samo protutijela na glikoprotein E2
virusa klasi¢ne svinjske kuge, dok zivotinje zarazene virusom iz prirode
reagiraju i proizvode i protutijela na virusne antigene.

Taj razlikovni test osjetljiv je i specifi¢an (!). Medutim, i svinje koje su se
zarazile pestivirusima razlic¢itim od virusa klasi¢ne svinjske kuge, poput
virusa BVD-a (eng. Bovine viral diarrhoea) ili virusa BD-a (eng. Border
disease), takoder ¢e reagirati E™S-pozitivno. Uz to, osjetljivost testa nije
idealna jer neke zivotinje cijepljene cjepivom markerom, a nakon tog
zarazene, mogu i ne reagirati E™-pozitivno.

Prema trenuta¢no dostupnim podacima razlikovni test ne moze se s pouz-
danoscu upotrijebiti za testiranje uzoraka seruma divljih svinja.

(") U skladu s rezultatima istrazivanja koji je proveo Referentni laboratorij Zajednice za
dijagnostiku klasiéne svinjske kuge i nacionalni laboratoriji za dijagnostiku klasi¢ne
svinjske kuge, osjetljivost tog razlikovnog testa je oko 94 %, a njegova specificnost
oko 98 %.
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2. Razlikovni test je imunosni pokus kojim se blokira enzim u tekucoj fazi.
Uzorci, koji se testiraju, inkubiraju se na mikrotitar plo¢icama prethodno
presvucenim monoklonalnim protu-Erns protutijelima zajedno s to¢no
definiranom koli¢inom E™S antigena. Svako protutijelo specificno na
E™S veze se na definiranu koli¢inu E™S antigena u otopini te se stvara
kompleks protutijelo/antigen koji reagira s protu-E™ protutijelima na
mikrotitar plocici. Nakon §to se plocice operu kako bi se s njih uklonio
materijal koji se nije vezao, na njih se dodaje peroksidaza s oznakom
protu-E™S konjugata, koja se veze na E™ antigen udruzen u spoj a protu-
tijelom koje je presvuklo povr$inu mikrotitar plo¢ice. Nevezani konjugat
uklanja se pranjem, a dodaje se supstrat koji sadrzi kromogen. Stupnjevi
boje koja nastaje reciproéno su proporcionalni koli¢ini protutijela speci-
fiénih na Erns prisutan u uzorku. Ako uzorak sadrzi protutijela (negativan
uzorak), veci dio definirane koli¢ine Erns antigena koji je dodan moze se
vezati na protu-E™ protutijela na povrsini ploCice te se vidjeti snazna
reakcija bojom. Rezultat se dobiva usporedbom opticke gustoée (OD) u
posudama u kojima se nalaze uzorci s posudama u kojima se nalaze
negativni i pozitivni kontrolni sadrzaj.

B. Smjernice za koriStenja razlikovnog testa u sklopu postupka cijepljenja
cjepivom markerom na svinjogojskim gospodarstvima u okviru ¢lanka
19. Direktive 2001/89/EZ

Razlikovni test zamisljen je tako da provjeri postojanje ili izostanak kolanja
virusa klasi¢ne svinjske kuge u populaciji svinja cijepljenih cjepivom marke-
rom. Raspolozivi podaci ukazuju na to da ga se u te svrhe moze uspjesno
koristiti na razini krda, ali da se ne moze pouzdano isklju¢iti moguénost da su
pojedine svinje zarazene virusom klasi¢ne svinjske kuge. Posebno bi speci-
fi¢nost razlikovnog testa mogla biti nedovoljno pouzdana u prepoznavanju
svinja cijepljenih marker cjepivom od zarazenih svinja, ako se radi o popu-
laciji odraslih svinja. U slu¢aju dvojbenih rezultata doti¢ne svinje moraju se
zaklati ili usmrtiti na human nacin u skladu s Direktivom 93/119/EZ, a njihovi
organi moraju se testirati na virus klasi¢ne svinjske kuge. Za to su najpri-
kladniji testovi izolacije virusa i PCR (lan¢ana reakcija polimeraze).

Sve ovo treba imati na umu prilikom osmisljavanja strategije provedbe
zurnoga cijepljenja marker cjepivom te prilikom tumacenja rezultata ispiti-
vanja na virus klasi¢ne svinjske kuge u populaciji svinja cijepljenih marker
cjepivom.

Postupak uzimanja uzoraka i testiranja cijepljene populacije prije ukidanja
ograniCenja koja se imaju primijeniti u cijepljenome podru¢ju u skladu s
¢lankom 19. Direktive 2001/89/EZ trebali bi ovisiti o starosti cijepljenih
svinja, kategoriji svinja (tovljenici/za klanje, rasplodne) i razini Zeljene sigur-
nosti obzirom na kolanje virusa u populaciji.

Pojedinosti postupaka uzimanja uzoraka i testiranja Ce, dakle, biti utvrdene
planom provedbe Zurnoga cijepljenja koji ¢e se Komisiji podnijeti u skladu s
¢lankom 19. stavkom 3. Direktive 2001/89/EZ.

POGLAVLIE IX.

Najmanji sigurnosni uvjeti za laboratorije za dijagnosticiranje klasi¢ne svinjske
kuge

1. Najmanji uvjeti utvrdeni u tablici 1. moraju se ispuniti u svim laboratorijima u
kojima se rukuje virusom klasi¢éne svinjske kuge, ¢ak i malom koli¢inom
potrebnom za testove izolacije i neutralizacije virusa. Medutim, post mortalni
pregledi, priprema uzoraka za imunofluorescenciju i serologiju kod kojih se
koristi inaktivirani antigen, mogu se vr$iti u blazim uvjetima u zatvorenom
prostoru, pod uvjetom da se primjenjuju osnovna higijenska nacela i posli-
jeoperativna dezinfekcija sa sigurnim odlaganjem tkiva i seruma.
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2. Dodatne uvjete utvrdene u tablici 1. moraju ispuniti svi laboratoriji u kojima
se vrse postupci koji ukljucuju i ekstenzivno umnazanje virusa.

3. Uvjete u tablici 2. moraju ispuniti svi laboratoriji u kojima se provode pokusi
s virusom klasi¢ne svinjske kuge na zivotinjama.

4. U svakom slucaju, sve zalihe virusa klasi¢ne svinjske kuge moraju se drzati
sigurno pohranjene, bilo duboko zamrznute ili liofilizirane. Preporuca se da se
zamrzivaci 1 hladnjaci ne koriste za druge viruse osim virusa klasi¢ne svinjske
kuge, ili za druge materijale koji nisu povezani s dijagnozom klasi¢ne
svinjske kuge. Svaka pojedina ampula mora se jasno oznaliti te se moraju
voditi opsezne evidencije o zalihama virusa, zajedno s datumima i rezultatima
izvrSenih provjera kakvoée. Ako se vodi evidencija virusa pridodanih zalihi,
ona mora sadrzavati pojedinosti o izvoru, kao i o virusima izdanim drugim
laboratorijima.

5. Preporuca se da se bio-sigurna jedinica za rad s virusom klasi¢ne svinjske
kuge dodatno osigura podrucjima u kojima se ne rukuje virusom klasi¢ne
svinjske kuge. Ta bi druga podrucja trebala biti na raspolaganju za pripre-
manje staklenog posuda i sredstava, za odrzavanje i pripremu nezarazenih
stani¢nih kultura, za pripremu seruma i seroloska testiranja (osim metoda
koje koriste zivi virus klasi¢ne svinjske kuge) te za upravu i uredske poslove.

Tablica 1.

Nadela bioloskog okruZenja prikladnog za dijagnosti¢ke laboratorije

Dodatni uvjeti Najmanji uvjeti

Opce Normalan atmosferski priti-
okruzenje sak.

Dvostruko HEPA filtriranje
ispusnog zraka.

Normalan atmosferski pritisak.

Posebne prostorije ¢ije je kori-
Stenje ograni¢eno za toc¢no
odredene postupke.

Posebne prostorije koje se
iskljucivo koriste za postupke
dijagnosticiranja klasi¢ne
svinjske kuge.

Odijevanje u Potpuno  presvlaenje  po | Dodijeljena vanjska odjeca
laboratoriju ulasku. koristi se samo u jedinici za
. . .. |rad s virusom klasi¢ne
Laboratorl]s}(a.o.d]eca koristi svinjske kuge.
se samo u jedinicama za rad
s virusom klasicne svinjske | Rukavice za  jednokratnu

kuge.

Rukavice za jednokratnu
uporabu za svako rukovanje
zarazenim materijalom.

Prije uklanjanja iz jedinice,
odjeca se sterilizira ili se
pere u samoj jedinici.

uporabu za svako rukovanje
zarazenim materijalom.

Vanjska odjeca sterilizira se
prije uklanjanja iz jedinice ili
se pere u samoj jedinici.

Nadzor osoblja

Ulazak u jedinicu dozvoljen
samo poimence obucenom
osoblju.

Po odlasku iz jedinice ruke se
peru i dezinficiraju.

Po  napustanju  jedinice,
osoblju je 48 sati zabranjeno
priblizavanje svinjama.

Ulazak u jedinicu dozvoljen
samo odredenom i obucenom
osoblju.

Po odlasku iz jedinice ruke se
peru i dezinficiraju.

Po napustanju jedinice, osoblju
je 48 sati zabranjeno pribliza-
vanje svinjama.

Oprema

Bioloski sigurnosni kabinet (klasa I. ili II.) koji se koristi za
sva rukovanja zivim virusom, kabinet mora imati dvostruko
HEPA filtriranje ispusnog zraka.

Sva oprema potrebna za laboratorijski postupak mora biti
dostupna unutar dodijeljenih laboratorijskih prostorija.
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Tablica 2.

Biosigurnosni uvjeti prostorija za pokusne Zivotinje

Uvjeti

Op¢i uvjeti

Prozracivanje s nadziranim pritiskom.
Dvostruko HEPA filtriranje ispuSnoga zraka.

Oprema za potpuno raskuzivanje/dezinfekciju na kraju
pokusa.

Sve otpadne vode obradene radi inaktiviranja virusa
klasi¢ne svinjske kuge (kemijskom ili toplinskom obra-
dom).

Odijevanje u labora-
toriju

Potpuno presvlacenje po ulasku.
Rukavice za jednokratnu uporabu za sva rukovanja.

Prije uklanjanja iz jedinice, odjeca se sterilizira ili se pere
u samoj jedinici.

Nadzor osoblja

Ulazak u jedinicu dozvoljen samo poimence obucenom
osoblju.

Potpuno tusiranje po izlasku iz jedinice.

Po napustanju jedinice, osoblju je 48 sati zabranjeno
priblizavanje svinjama.

Oprema

Sva oprema potrebna za postupke sa zivotinjama mora
biti dostupna u samoj jedinci.

Sav materijal mora se prije uklanjanja iz jedinice sterili-
zirati ili, ako se radi o uzorcima Zzivotinja, dvostruko
omotati nepropusnim spremnikom ¢ija je povrSina dezin-
ficirana radi prijevoza u laboratorij za dijagnosticiranje
klasi¢ne svinjske kuge.

Zivotinje

Sve zivotinje zaklane prije napusStanja jedinice moraju
biti pregledane post mortem unutar bio-sigurnosnog
podrucja, a trupla po zavrSetku pregleda spaljena.




