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KOMISJA

DECYZJA KOMISJI

z dnia 4 sierpnia 2006 r.

zatwierdzajgca podrecznik diagnostyczny dotyczacy grypy ptakéw, przewidziany w dyrektywie
Rady 2005/94/WE

(notyfikowana jako dokument nr C(2006) 3477)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

(2006/437 |WE)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 2005/94/WE z dnia 20 grudnia
2005 r. w sprawie wspdlnotowych Srodkéw zwalczania grypy
ptakéw i uchylajacg dyrektywe 92/40/EWG ('), w szczegdlnosci
jej art. 50 ust. 1 akapit drugi,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1)  Dyrektywa 2005/94/WE przewiduje okreslone S$rodki
zapobiegawcze  odnoszace si¢  do  nadzorowania
i wezesnego wykrywania grypy ptakow, a takze mini-
malne $rodki zwalczania do stosowania w przypadku
wystgpienia ogniska grypy ptakéw u drobiu lub innych
ptakéw utrzymywanych przez cztowieka.

(2)  Konieczne jest ustalenie na poziomie wspdlnotowym
procedur diagnostycznych, metod pobierania prébek
oraz kryteri6w oceny wynikéw badan laboratoryjnych
stuzacych do stwierdzenia ognisk grypy ptakéw.

(3)  Zalacznik VII do dyrektywy 2005/94/WE ustala funkcje
i obowigzki wspolnotowego laboratorium referencyjnego
ds. grypy ptakéw w  celu  koordynowania,
w porozumieniu z Komisja, metod wykorzystywanych
w panstwach czlonkowskich do diagnozowania tej
choroby. Wspomniane funkcje i obowigzki obejmuja
organizacj¢ okresowych badai poréwnawczych oraz
dostarczenie standardowych odczynnikéw na poziomie
wspélnotowym.

() Dz.U. L 10 z 14.1.2006, str. 16.

(4 W ostatnim czasie opracowano badania laboratoryjne
w celu zapewnienia szybkiego diagnozowania grypy
ptakow.

(5)  Doswiadczenie zdobyte w ostatnich latach w zwalczaniu
grypy ptakéw doprowadzito do zidentyfikowania najbar-
dziej odpowiednich procedur pobierania prébek oraz
kryteriow oceny wynikéw badan laboratoryjnych
stuzagcych do wiasciwego diagnozowania tej choroby
w réznych sytuacjach.

6)  Srodki przewidziane w niniejszej decyzji sa zgodnie
z opinig Stalego Komitetu ds. Laricucha Zywno$ciowego
i Zdrowia Zwierzat,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DECYZJE :

Artykut 1

Zatwierdza si¢ podrecznik diagnostyczny  przewidziany
w dyrektywie 2005/94/WE i zawarty w Zalgczniku do niniej-
szej decyzji.

Artykut 2

Panistwa czlonkowskie stosuja podrecznik diagnostyczny od
dnia 1 lipca 2007 r. lub od dnia dokonania transpozycji dyrek-
tywy 2005/94/WE, o ile transpozycja zostanie dokonana przed
wymieniong datg.
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Artykut 3

Niniejsza decyzja skierowana jest do panstw cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 4 sierpnia 2006 r.

W imieniu Komisji
Markos KYPRIANOU

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

PODRECZNIK DIAGNOSTYCZNY DOTYCZACY GRYPY PTAKOW
ROZDZIAL 1

Wprowadzenie, cele i definicje

. W celu zapewnienia jednolitych procedur diagnozowania grypy ptakéw we Wspdlnocie, w niniejszym podreczniku

diagnostycznym ustalono:

a) wytyczne i minimalne wymogi w odniesieniu do procedur diagnostycznych, metod pobierania prébek i kryteriow
oceny wynikoéw badan laboratoryjnych w zakresie prawidlowej diagnostyki grypy ptakéw;

b) badania laboratoryjne, ktére majg by¢ wykorzystywane do rozpoznawania grypy ptakéw, oraz techniki laborato-
ryjne, ktére majg by¢ wykorzystywane do genetycznego klasyfikowania izolatéw wiruséw grypy ptakow;

¢) minimalne wymagania bezpieczenstwa biologicznego i normy jakoSciowe, ktére majg by¢ przestrzegane przez
laboratoria diagnostyczne oraz przy transporcie probek.

. Podrecznik diagnostyczny jest skierowany do organéw odpowiedzialnych za zwalczanie grypy ptakéw. Odnosi si¢ on

zatem gléwnie do zasad i stosowania badar laboratoryjnych oraz oceny ich wynikéw, a takze do technik laboratoryj-
nych.

. Do celéw niniejszego podrecznika w uzupelnieniu definicji podanych w art. 2 dyrektywy 2005/94/WE stosuje sie

réwniez nastepujaca definicje:

Jmaterial diagnostyczny” oznacza wszelki material zwierzecy, w tym cale zwloki, transportowane w celach diag-
nostyki lub dochodzenia, z wyjatkiem zywych zakazonych zwierzat.

. Stwierdzenie grypy ptakéw u drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka musi odbywac si¢ w sposéb

zgodny z procedurami, metodami pobierania probek i kryteriami oceny wynikéw badan laboratoryjnych, okreslo-
nymi w niniejszym podreczniku diagnostycznym, oraz musi opieraé si¢ na jednym lub wigkszej ilosci kryteriow
wymienionych w lit. a), b) i ¢):

a) wykrycie wirusa zakaznego, antygenu lub specyficznego materialu genetycznego w prébkach tkanek, organéw,
krwi lub wydalin drobiu lub innych ptakdw;

b) wykrycie objawow klinicznych choroby i po$miertnych zmian chorobowych u tych ptakow;

¢) wykazanie specyficznej reakcji przeciwcial w probkach krwi tych ptakow.

. Stwierdzenie zakazenia ssakéw wirusem grypy typu A pochodzacej od ptakéw — badz wysoce zjadliwej, badZ tez

nisko zjadliwej podtypéw H5 lub H7 — musi opiera¢ si¢ na jednym lub kilku kryteriach wymienionych w lit. a) lub
b):

a) wykrycie wirusa zakaZnego grypy ptakow, antygenu lub specyficznego materialu genetycznego w probkach
tkanek, organéw, krwi lub wydalin ssakéw;

b) wykazanie specyficznej reakcji przeciwcial na grype ptakow w prébkach krwi ssakow.

. Nalezy stosowaé wylacznie procedury, metody pobierania prébek i kryteria oceny wynikéw badan laboratoryjnych,

ktére:
a) sg okreslone w niniejszym podreczniku diagnostycznym; lub
b) zostaly zatwierdzone przez wlasciwe organy, pod warunkiem Ze:

i) w toku testow poréwnawczych zorganizowanych przez wspélnotowe laboratorium referencyjne ds. grypy
ptakéw (,wspdlnotowe laboratorium referencyjne”) wykazano, ze czulo$¢ i swoisto$¢ zatwierdzonych badan
laboratoryjnych zapewnia ich skutecznosé; lub

ii) w przypadku gdy wspdlnotowe laboratorium referencyjne nie zorganizowalo takiej oceny konkretnego typu
badan laboratoryjnych — krajowe laboratorium referencyjne potwierdzito czulo$¢ i swoistos¢ zatwierdzonych
badan laboratoryjnych, stwierdzajac, ze dane badanie laboratoryjne jest odpowiednie do celu, do ktdrego jest
stosowane; wyniki takiego zatwierdzenia musza zostaé przekazane wspélnotowemu laboratorium referencyj-
nemu do przegladu.
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ROZDZIAL 1I

Opis grypy ptakow ze szczegdlnym uwzglednieniem rozpoznania réznicowego

Etiologia i zjadliwo$¢

Grypa ptakéw jest wysoce zarazliwg infekcja wirusowa wywolywana przez wirusy z rodziny Orthomyxoviridae,
rodzaju influenzavirus A. Wirusy grypy A s3 jedynymi znanymi ortomyksowirusami zakazajacymi ptaki. Podatno$é
na zakazenie grypa A wykazano u wielu gatunkéw ptakow; gléwnym rezerwuarem tego rodzaju wiruséw jest
ptactwo wodne, jednak przewazajaca wigkszos¢ izolatéw uzyskano z typoéw o niskiej zjadliwosci u kur i indykéw,
ktére sposrdd gatunkéw dotknigtych chorobg maja najwigksze znaczenie gospodarcze.

Wirusy grypy A maja antygenowo pokrewne biatka nukleoproteiny i matrix, ale sa klasyfikowane wedlug podtypéw
na podstawie antygenowego pokrewienistwa glikoprotein — hemaglutyniny (HA) i neuraminidazy (NA). Do chwili
obecnej rozpoznano 16 podtypéw HA (H1-H16) oraz 9 podtypéw NA (N1-N9). Kazdy wirus grypy A ma po
jednym antygenie HA i NA, ktore moga wystgpowac prawdopodobnie we wszystkich kombinacjach.

Wirusy grypy A dzieli sie na dwie grupy pod wzgledem zdolnosci wywolywania choroby u podatnego drobiu:

a) wirusy wysoce zjadliwej grypy ptakow (HPAI), ktére wywolujg bardzo powazng chorobe charakteryzujaca sie
0gblnym zakazeniem zainfekowanego drobiu i moggca powodowaé bardzo wysoka upadkowos$¢ w stadach
(do 100 %); oraz

=

wirusy nisko zjadliwej grypy ptakéw (LPAI), ktére wywoluja u drobiu chorob¢ o lagodnym przebiegu,
z objawami gléwnie ze strony ukladu oddechowego, o ile przebieg nie ulegnie nasileniu pod wplywem innych
zakazen lub czynnikow.

Dzikie ptaki, szczegdlnie wedrowne ptactwo wodne, odgrywaja bardzo istotng rolg jako rezerwuar wirusa grypy
A, o czym $wiadczy wyizolowanie prawie wszystkich mozliwych kombinacji podtypow HA i NA u dzikich ptakéw.
Ogodlnie, z wyjatkiem przypadkéw przeniesienia HPAI od zakazonego drobiu, u ptakéw dzikich wykrywa sig
wylacznie wirusy LPAL

Pierwotne przypadki wprowadzenia wirusow grypy ptakow do gospodarstw hodowli drobiu wynikaja najprawdopo-
dobniej z bezposredniego lub posredniego kontaktu z dzikim ptactwem.

U drobiu hodowlanego istnieje mozliwo$¢ niewykrytego krazenia wiruséw LPAI pochodzacych z dzikich rezer-
wuaréw, poniewaz objawy kliniczne w takich przypadkach sa czgsto tagodne lub nie wystepuja.

Po przeniesieniu si¢ do drobiu szczepy wiruséw LPAI podtypow H5 i H7 moga fatwo mutowaé w szczepy HPAL Do
tej pory wykazano wywolywanie HPAI jedynie przez wirusy podtypdéw H5 i H7.

Cho¢ wydaje si¢, ze za mutacje wirusow LPAI w HPAI moze by¢ odpowiedzialnych kilka mechanizméw, nie sa
znane czynniki wywolujgce te mutacje. W niektorych przypadkach mutacja nastgpowala szybko u pierwotnego
gospodarza po przeniesieniu wirusa od dzikich ptakéw; w innych przypadkach wirus LPAI krazyt wsréd drobiu
przez kilka miesigcy, zanim nastgpita mutacja. Dlatego tez niemozliwe jest przewidzenie, czy i kiedy mutacja nastapi.
Mozna jednak zasadnie zaklada¢, ze im bardziej rozpowszechniony wérdd drobiu jest wirus LPAL tym wigksze jest
prawdopodobiefstwo jego mutacji w HPAL

Okres inkubacji trudno oszacowa¢; prawdopodobnie jest on rézny w zaleznosci od szczepu wirusa i od gospodarza.
Zwykle podaje si¢ okres od pigciu do szeSciu dni, jednak dla poszczegdlnych ptakéw moze si¢ on prawdopodobnie
waha¢ od kilku godzin do okolo siedmiu dni.

Objawy kliniczne u ptakéw zakazonych wirusem HPAI

Objawy kliniczne sg bardzo réznorodne i w pewnej mierze uzaleznione od takich czynnikéw, jak zjadliwo$¢ wirusa,
gatunki dotknigte zakazeniem, wiek i ple¢ zakazanych ptakéw, choroby wspotwystepujace u nich oraz srodowisko.
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Wezesne objawy moga obejmowaé zmniejszenie apetytu i pragnienia oraz stosunkowo niska $miertelno$¢. Choroba
moze jednak pojawiaé si¢ w stadach nagle, powodujac $mier¢ wielu ptakéw bez uprzednich objawéw lub przy
wystapieniu minimalnych objawéw depresji, zmniejszonego apetytu, stroszenia pior i goraczki. Ogélnie, im duzej
ptaki zyja po zakazeniu, tym wyraZniejsze s3 objawy kliniczne. Okres rozwijania si¢ objawow zalezy od wirusa,
gospodarza i poczatkowej dawki wirusa, a takze od systemu hodowli. U niosek trzymanych w klatkach lub u ptakéw
trzymanych na zewnatrz wirus rozprzestrzenia si¢ wolniej niz w fermach brojleréw.

Kury zakazone wirusem HPAI moga poczatkowo skladaé jaja o migkkich skorupkach, ale szybko przestaja si¢ niesé
w ogéle. Chore ptaki czesto siedza lub stoja w pélotepialym stanie, dotykajac glowami podloza. Ich grzebienie
i dzwonki sa sine i obrzeknigte, a na ich koficach moga pojawiaé si¢ wylewy krwawe lub wybroczyny. Czgsto wyste-
puje obfita, wodnista biegunka i nadmierne pragnienie. Ptaki moga mie¢ trudnosci z oddychaniem i obficie lzawié.
Na nieopierzonych miejscach skéry moga wystgpowaé wylewy krwawe. Upadkowos$¢ w stadzie wynosi od 50 do
100 %.

U brojleréw objawy HPAI sa czg¢sto mniej wyrazne niz u innych rodzajéw drobiu i zwykle obejmuja cigzka depresje
i brak apetytu; czgsto pierwsza wyrazng zaobserwowang anomalia moze by¢ bardzo wyrazny wzrost upadkowosci.
Moga réwniez wystepowac obrzek glowy i szyi oraz objawy neurologiczne, jak krecz szyi i ataksja.

HPAI u indykéw jest podobna do wystepujacej u kur, ale niektére wirusy HPAI wydaja si¢ bardziej zjadliwe
u indykow, natomiast inne mniej.

U gesi zakazonych wirusem HPAI objawy depresji, braku apetytu i biegunki sa podobne jak u niosek, ale czgsto
towarzyszy im obrzek zatok. U mlodszych ptakéw moga wystepowaé objawy neurologiczne.

Kaczki zakazone wirusami HPAI niejednokrotnie nie wykazuja objawéw klinicznych; stwierdzono jednak, ze
niektdre szczepy wywoluja objawy podobne jak u gesi oraz pewna $miertelnos¢.

Zakazenie HPAI i LPAI u strusi moze przebiega¢ bez objawéw klinicznych. W przypadkach ognisk HPAIL np. we
Wiloszech w latach 1999/2000, obserwowano podatnos¢ perliczek i przepiérek japonskich na zakazenia, z objawami
i $miertelnoscig podobng jak w przypadku choroby u kur lub indykéw. Jednak w niektérych badaniach eksperymen-
talnych obserwowano odporno$¢ przepiérek na niektére szczepy HPAL U wszystkich ptakéw obecnos¢ przeciwcial
na ten sam podtyp H, w wyniku szczepienia lub naturalnego zakazenia, moze oznaczaé brak wyraznych objawow
klinicznych w wyniku zakazenia wirusem HPAL

. Zmiany po$miertne u ptakéw zakazonych wirusem HPAI

Ptaki, ktére padly w wyniku ostrego przebiegu choroby, moga wykazywa¢ minimalne zmiany ogdlne, polegajace na
odwodnieniu oraz przekrwieniu mie$ni i organéw wewnetrznych.

U ptakéw, ktére padly po dluzszym przebiegu choroby, w calym ciele wystepuja wylewy krwawe i wybroczyny,
glownie w krtani, tchawicy, zoladku i thuszczu nasierdzia, a takze na powierzchniach surowiczych przylegajacych do
mostka. Wystepuja rozlegle obrzmienia podskdrne, zwlaszcza wokét glowy i ndg. Zwloki moga by¢ odwodnione.
W sledzionie, watrobie, nerkach i ptucach moga by¢ obecne zétte lub szare ogniska martwicy. Worek powietrzny
moze zawiera¢ wysigk. Sledziona moze by¢ powigkszona i przekrwiona.

Pod wzgledem histologicznym grypa ptakow charakteryzuje si¢ zaburzeniami naczyniowymi prowadzacymi do
obrz¢kéw, krwawien i zwezen okolonaczyniowych, szczegdlnie w migsniu sercowym, $ledzionie, ptucach, mézgu,
trzustce i dzwonkach. W plucach, watrobie i nerkach wystepuja ogniska martwicy. W moézgu moga wystepowaé
glejoza, rozrost naczyn i zwyrodnienie neuronalne.

. Rozpoznanie réznicowe

W rozpoznaniu réznicowym HPAI nalezy w szczegdlnosci wzia¢ pod uwage nastepujace choroby:
a) inne choroby powodujace nagla wysoka $miertelnos¢, np.:
i) rzekomy pomor drobiu;

ii) zakazne zapalenie krtani i tchawicy;
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i) pomor kaczek;

iv) ostre zatrucia;

=

inne choroby powodujace obrzgk grzebieni i dzwonkdéw, np.:
i) ostra posta¢ cholery drobiu i inne choroby posocznicowe;

ii) bakteryjne zapalenie tkanki tacznej grzebienia i dzwonkdw.

5. Objawy kliniczne u ptakéw zakazonych wirusami LPAI

Cigzkos¢ choroby wywolywanej wirusami LPAI jest w duzym stopniu uzalezniona od:
a) szczepu wirusa;
b) gatunku i wieku gospodarza;

C,

odpornosci gospodarza na zakazenie wirusem, w szczegdlnosci obecnosci innych czynnikéw zakaznych, takich

jak:
i) Pasteurella spp.;
ii) wiruséw rzekomego pomoru drobiu (w tym szczepow szczepionkowych);
i) pneumowiruséw ptasich i wiruséw zakaznego zapalenia oskrzeli;
iv) E. coli;
V) Mycoplasma spp.;
d

stanéw niedoboru odpornosci;
e) czynnikow srodowiskowych (takich jak zwigkszone stezenie amoniaku, kurz, wysoka lub niska temperatura).

W skrajnym przypadku objawy kliniczne choroby moga by¢ niewidoczne lub nieznaczne — fagodne objawy ze
strony ukladu oddechowego lub problemy w produkcji niesnej u ptakoéw niesnych. W przypadku drugiej skrajnosci
zakazenia wirusami LPAI moga wigza¢ si¢ z powaznymi objawami klinicznymi choroby, szczegélnie u indykow,
zwykle ze szmerami oddechowymi, kaszlem, obrzekiem zatok podoczodotowych oraz stanem goraczkowym
polaczonym ze spadkiem apetytu i wysoka $miertelnoscia.

LPAI moze by¢ mylona z wieloma chorobami wywolujacymi objawy ze strony uktadu oddechowego lub jelit; moga
one roéwniez komplikowal przebieg LPAL Grype ptakow nalezy podejrzewaé w kazdym ognisku choroby u drobiu,
ktére utrzymuje si¢ mimo stosowania Srodkéw zapobiegawczych i leczniczych w stosunku do innych choréb.

6. Objawy kliniczne u ptakéw utrzymywanych przez czlowieka

Zakres objawow klinicznych moze by¢ bardzo szeroki; u drobiu moze on sigga¢ od braku widocznych objawéw
choroby do objawéw powaznych, skutkujacych wysoka $miertelnoscia.

Ogodlnie zakazenie rozprzestrzenia si¢ wolniej w stadach ptakéw utrzymywanych przez czlowieka z uwagi na rézno-
rodno$¢ hodowanych gatunkéw charakteryzujacych si¢ rézng podatnoscia, niejednolite poziomy wydalania wirusa
i czgsto stosunkowo powolne przenoszenie wynikajace z niewielkiego kontaktu oraz stosunkowo niskiego zage-
szczenia.

ROZDZIAL 1II
Wytyczne na wypadek podejrzenia grypy ptakéw w gospodarstwie

Réznorodnos¢ klinicznych objawéw zaréwno HPAL, jak i LPAI oznacza, ze sformutowanie jednoznacznych wytycznych
na wypadek podejrzenia ogniska choroby nie jest mozliwe. W wypadku naglej wysokiej upadkowosci drobiu, przy obec-
nosci ktoregokolwiek z objawéw klinicznych wymienionych w rozdziale 11, a takze w sytuacji braku takich objawow
nalezy przeprowadzi¢ dochodzenie w drodze dostarczenia prébek do badania laboratoryjnego; jednak w wypadku braku
wysokiej upadkowosci trudniej jest podejrzewad lub wykluczy¢ obecnosé grypy ptakow.
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Poniewaz dla wczesnego zwalczenia HPAI i LPAI wywolywanych przez podtypy H5 i H7 kwestia najwyzszej wagi jest
szybka diagnoza choroby, grype ptakéw nalezy zawsze bra¢ pod uwage w rozpoznaniu réznicowym zaburzen ukladu
oddechowego i nie$nosci oraz podwyzszonej upadkowosci drobiu; nalezy réwniez dostarczy¢ odpowiednie probki do

badania laboratoryjnego.

Rysunek

Schemat etap6w diagnozy w celu stwierdzenia grypy ptakéw

Krok 1

v

Wykrycie wirusa grypy A

Negatywne

Postepowanie klasyczne

Postepowanie molekularne

Pozytywne

Izolacja wirusa (zarodki kurze)

PCR dla genu M

Krok 2

v

Identyfikacja wirusa grypy ptakéw

Okreslenie zjadliwosci

Charakteryzacja serologiczna
HI (H5, H7)

PCR dla genu HA (H5, H7)

Badanie na zwierzetach
(IVPY)

Sekwencjonowanie w miejscu
ciecia HA

LPAI HPAI
ROZDZIAL IV
Ogdlne procedury pobierania i przewozu probek
1. Dyrektywa 2005/94/WE i przewodnik diagnostyczny

W przypadkach, w ktérych dyrektywa 2005/94/WE odwoluje si¢ do przewodnika diagnostycznego, obowigz-
kowe jest przeprowadzenie dochodzen, pobranie probek i przeprowadzenie procedur nadzoru opisanych

w niniejszym rozdziale przewodnika diagnostycznego.

2. Procedury obowigzujace w przypadku podejrzenia ogniska grypy ptakéw

W przypadku gdy urzedowy lekarz weterynarii ma klinicznie uzasadnione podejrzenie wystapienia ogniska
grypy ptakéw lub wyniki jakiegokolwiek badania laboratoryjnego przeprowadzonego w celu wykrycia tej
choroby nie s3 negatywne, wlasciwy organ musi zapewni¢, ze przed wykluczeniem obecnosci choroby zostanie
przeprowadzone dochodzenie, zgodnie z art. 7 dyrektywy 2005/94/WE, w sposob okreslony w niniejszym

rozdziale podrecznika diagnostycznego oraz ze zostanie ono zadowalajaco zakonczone.
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Interpretacja badan wirusologicznych

Wlasciwy organ moze uznaé, ze mozna wykluczyé obecno$¢ wirusa grypy ptakéw, o ile dostarczono zgodnie
z niniejszym rozdzialem odpowiednia liczbe chorych lub padlych ptakéw lub wymazoéw z tchawicy lub jamy
ustno-gardtowej badZ z kloaki w celu wykrycia danego wirusa lub jego genomu, a ich badanie z wykorzystaniem
jednej z okreslonych metod wykrywania wirusa, wymienionych w rozdziale V lub VI, lub zatwierdzonych przez
wladciwy organ zgodnie z pkt 6 lit. b) rozdziatu I, przyniosto wynik negatywny.

Standardowy zestaw prébek do laboratoryjnego badania wirusologicznego lub serologicznego

W celu przeprowadzenia dochodzenia w gospodarstwie, co do ktérego istnieje podejrzenie zakazenia grypa
ptakéw, nalezy pobraé standardowy zestaw probek do badania wirusologicznego lub serologicznego, okreslony
w lit. a) i b) (,prébki standardowe”) oraz dostarczy¢ je bezposrednio do badania wirusologicznego lub serolo-
gicznego.

a) Standardowy zestaw probek do badania wirusologicznego obejmuje:
i) co najmniej pig¢ chorych lub padlych ptakéw, jesli sa one dostepne; i/lub
ii) co najmniej 20 wymazow z tchawicy lub jamy ustno-gardtowej i 20 wymazow z kloaki.

Dostarczone zwloki musza by¢ zwlokami ptakéw padlych niedawno lub takich, ktére byly powaznie chore
lub w stanie agonii i zostaly zabite w spos6b humanitarny.

Wymazy nalezy pobra¢ od liczby ptakéw wymienionej w lit. a) lub — jesli w gospodarstwie, w ktérym podej-
rzewa si¢ wystapienie choroby, jest mniej ptakéw — od wszystkich ptakéw. Do préby nalezy wybra¢ ptaki
wykazujace kliniczne objawy choroby.

Wymazy z kloaki musza by¢ dostarczone wraz z kalem (optymalnie 1 g). Jesli z jakiegokolwiek powodu
pobranie wymazow z kloaki od zywych ptakéw jest niemozliwe, mozna je zastgpi¢ ostroznie zebranymi
prébkami $wiezego katu.

Czgsto najbardziej praktycznym rozwigzaniem jest pobieranie wymazéw tchawicy lub jamy ustno-gardtowej
ze szpary podniebienne;.

Po ustaleniu cech namnazania si¢ wirusa wlasciwy organ moze podja¢ decyzje o pobieraniu wymazéw
wylacznie badZ z tchawicy lub jamy ustno-gardlowej, badz z kloaki, zaleznie od tego, czy wirus rozmnaza
si¢ lepiej w ukladzie oddechowym czy w ukladzie zoladkowo-jelitowym, a takze biorac pod uwage gatunek
ptakow.

=z

Standardowy zestaw probek do badania serologicznego obejmuje co najmniej 20 prébek krwi.

Prébki nalezy pobra od liczby ptakéw wymienionej w lit. b) lub — jesli w gospodarstwie, w ktérym podej-
rzewa si¢ wystgpienie choroby, jest mniej ptakéw — od wszystkich ptakéw. Probki nalezy pobraé od ptakéw,
ktore wydaja si¢ chore lub ozdrowiale.

Wiasciwy organ moze podjaé decyzj¢, ze nie jest konieczne pobieranie pelnego zakresu probek standardo-
wych, lecz moze on by¢ zastgpiony ograniczonym zakresem probek standardowych.

Transport probek

Przechowywanie i transport probek do laboratorium w celu badania musi odbywac si¢ z zachowaniem odpo-
wiednich §rodkow ostroznosci.

Wymazy muszg zosta¢ natychmiast schtodzone lodem lub zelowymi wkladami chlodzacymi i dostarczone do
laboratorium w jak najkrétszym czasie. Probki nie powinny by¢ zamrazane, chyba ze jest to bezwzglednie
konieczne. Jesli niemozliwe jest zagwarantowanie szybkiego transportu do laboratorium w ciggu 24 godzin,
probki nalezy natychmiast zamrozi¢ i przechowywaé, a nastgpnie przewozi¢ na suchym lodzie.

Ponadto — co nie zast¢puje chlodzenia — wymazy musza by¢ umieszczone (zanurzone catkowicie) w plynie
z antybiotykami lub specjalnym $rodku do transportu wiruséw w temperaturze 4 °C. W braku takiego Srodka
wymazy nalezy umie$ci¢ ponownie w pojemnikach i dostarczyé w postaci suchej do laboratorium w celu
badania.

Na przechowywanie i transport moga wplywaé réznorodne czynniki, zatem wybrana metoda transportu musi
by¢ odpowiednia do tego celu.
Plyn z antybiotykami

Plyn z antybiotykami, o ktérym mowa w pkt 5, powinien by¢ sporzadzony na bazie buforowanego roztworu
chlorku sodu, fosforanu sodu i fosforanu potasu (PBS) o pH 7,0-7,4 (sprawdzonym po dodaniu antybiotyku).
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Podloza z dodatkiem bialek, np. wyciag mézgowo-sercowy lub tris buforowany bulion tryptozowy, moga
zwigkszy¢ stabilno$¢ wirusa, zwlaszcza w czasie transportu. Stosowane antybiotyki i ich stezenia moga by(
rézne w zaleznosci od lokalnej sytuacji i dostgpnosci.

W przypadku prébek kalu moga by¢ konieczne bardzo wysokie stezenia antybiotykdw. Odpowiednie poziomy
wynoszg: 10 000 j.m./ml penicyliny, 10 mg/ml streptomycyny, 0,25 mg/ml gentamycyny i 5 000 j.m./ml nysta-
tyny. Podane st¢zenia mozna zredukowaé nawet pigciokrotnie w przypadku tkanek i wymazéw z tchawicy.

Jesli konieczna jest kontrola Chlamydophila, nalezy doda¢ 0,05-0,1 mg/ml oksytetracykliny.

Plyn zawierajacy wyciag mézgowo-sercowy

Roztwér musi by¢ przygotowany w wodzie i zawiera¢ 15 % wyciagu mézgowo-sercowego przed sterylizacja
(dokonywang przez autoklawowanie w temperaturze 121 °C przez okres 15 minut).

Po sterylizacji nalezy doda¢ antybiotyki w naste¢pujacych iloSciach: 10 000 j.m./ml penicyliny G, 20 pg amfote-
rycyny B i 1 000 pg/ml gentamycyny. Plyn moze by¢ przechowywany w temperaturze 4 °C przez okres maksy-
malnie dwdch miesigcy.

Procedury stosowane w odniesieniu do odpowiednich przepiséw dyrektywy 2005/94/WE
Podejrzenie wystapienia ognisk
Artykut 7 ust. 1 — Srodki stosowane w gospodarstwach, w ktdrych podejrzewa si¢ wystgpienie ogniska

W ramach inspekcji dokonywanej przez urzedowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, w ktérym podej-
rzewa si¢ ognisko choroby, nalezy zastosowa¢ nastepujace Srodki:

a) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa, jesli ewidencja taka istnieje. W sprawozdaniu
z inspekeji urzgdowego lekarza weterynarii nalezy zawrze¢ dane dotyczace dziennej upadkowosci oraz
dzienne dane dotyczace produkcji jaj oraz przyjmowania pokarméw i plynéw, odnoszace si¢ do okresu
rozpoczynajacego si¢ tydzien przed datg pojawienia si¢ pierwszych objawéw klinicznych grypy ptakéw, az
do dnia inspekcji gospodarstwa przez urzedowego lekarza weterynarii;

Ao

inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkeyjnej, obejmujacg ocene jej historii klinicznej oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakow utrzymywanych przez czlowieka, zwlaszcza tych, ktére sprawiaja wrazenie
chorych;

¢) z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra probki standardowe, chyba ze wlasciwy organ jest przeko-
nany, ze na podstawie inspekcji Klinicznej przeprowadzonej zgodnie z lit. a) i b) mozna wykluczy¢ podej-
rzenie ogniska choroby;

=3

niezaleznie od negatywynych wynikéw badan prébek standardowych i z uwzglednieniem czynnikéw lokal-
nych, w kazdej jednostce produkcyjnej przed uchyleniem nadzoru urzedowego musi by¢ przeprowadzona
inspekcja kliniczna drobiu.

Artyku} 10 ust. 3 — Dodatkowe Srodki w oparciu o dochodzenie epidemiologiczne

W kazdej jednostce produkcyjnej nalezy pobraé prébki od zabitego drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych
przez czlowieka.

Wysoce zjadliwa grypa ptakéw (HPAI)

Artykut 11 ust. 4 — Srodki, ktére majg by¢ stosowane w odniesieniu do drobiu wylezonego z jaj zebranych
w gospodarstwach, w ktdrych stwierdzono wystgpienie ogniska

W przypadku inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, w ktérym znaj-
duje si¢ dréb wylezony z jaj zebranych w okresie inkubacji w gospodarstwie, w ktérym stwierdzono HPAI,
nalezy zastosowac nastepujgce Srodki:

a) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa. W sprawozdaniu z inspekcji urzedowego
lekarza weterynarii nalezy zawrze¢ dane dotyczace dziennej upadkowosci oraz dzienne dane dotyczace przy-
jmowania pokarméw i plynéw, odnoszace si¢ do okresu rozpoczynajacego si¢ tydzien przed datg pojawienia
si¢ pierwszych objawow klinicznych HPAIL, az do dnia inspekcji gospodarstwa przez urzedowego lekarza
weterynarii, jesli dane takie sa dostgpne;
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b) inspekeje kliniczng w kazdej jednostce produkeyjnej, obejmujacg badanie kliniczne drobiu, zwlaszcza tych
ptakow, ktére sprawiaja wrazenie chorych lub nie rosng w oczekiwany sposéb;

¢) nalezy pobra¢ prébki standardowe od drobiu w wieku od dwéch do trzech tygodni;

d) nadzér urzedowy nad gospodarstwem moze by¢ zniesiony po badaniu klinicznym drobiu w wieku powyzej
21 dni oraz uzyskaniu negatywnych wynikéw badania probek standardowych.

Artykut 13 ust. 2 lit. b) — Odstepstwa dotyczgce pewnych gospodarstw

W przypadku inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, ktéremu przy-
znano odstepstwo od przepisow art. 11 ust. 2 akapit pierwszy dyrektywy 2005/94/WE, nalezy zastosowad
nastepujace Srodki:

a) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa, jesli ewidencja taka istnieje;

b

inspekgje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca ocene jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakoéw utrzymywanych przez czlowieka, zwlaszcza tych, ktére sprawiaja wrazenie
chorych;

) zamiast probek standardowych, z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy 21 dni po dniu ostatniego pozytyw-
nego wyniku HPAI oraz w odstgpach 21 dni pobieraé nastgpujace probki do badania laboratoryjnego:

i) probki wszelkiego padlego drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka, dostgpne
w momencie pobierania prébek;

i) o ile jest to mozliwe — wymazy z tchawicy lub jamy ustno-gardtowej oraz z kloaki od co najmniej 60
sztuk drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka badz — jesli w danym gospodarstwie
jest mniej niz 60 sztuk drobiu lub innych ptakoéw utrzymywanych przez czlowieka — od wszystkich tych
ptakéw; w przypadku ptakéw malych, egzotycznych, nienawyklych do dotykania przez ludzi lub ktérych
dotykanie mogloby by¢ niebezpieczne dla ludzi, nalezy zebra¢ probki swiezego katu.

Wiasciwy organ moze jednak przyzna odstgpstwa od wielkosci prébek, okreslonych w ppkt i) oraz ii), na
podstawie oceny ryzyka;

d) pobieranie prébek, o ktérych mowa w lit. ¢), oraz ich badanie laboratoryjne nalezy prowadzi¢ az do otrzy-
mania negatywnych wynikéw dwoch kolejnych badan laboratoryjnych przeprowadzonych w odstgpie co
najmniej 21 dni.

Artykut 15 ust. 1 3 — Srodki, ktdre majg by¢ stosowane w gospodarstwach kontaktowych

W ramach inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie kontaktowym nalezy
zastosowac nastepujace Srodki:

a,

R

kontrolg ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa, jesli ewidencja taka istnieje. W sprawozdaniu
z inspekeji urzgdowego lekarza weterynarii nalezy zawrzeé¢ dane dotyczace dziennej upadkowosci oraz
dzienne dane dotyczgce przyjmowania pokarméw i plynéw, odnoszace si¢ do okresu rozpoczynajacego si¢
tydzien przed data kontaktu ze stadem, w ktérym podejrzewa si¢ zakazenie grypa ptakéw, az do dnia
inspekcji gospodarstwa przez urzedowego lekarza weterynarii, jesli dane takie sa dostepne;

Ao

inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca ocene jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakow utrzymywanych przez cztowieka, zwlaszcza tych, ktére sprawiaja wrazenie
chorych;

Ke¥

jesli u drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowicka obecne sg objawy kliniczne lub widoczny
jest wzrost dziennej upadkowosci (ponadtrzykrotne przekroczenie normalnego wspdlczynnika upadkowosci
w stadzie) lub spadek dziennej produkeji jaj (o ponad 5 %) lub spadek dziennego wskaznika przyjmowania
pokarméw iflub plynéw (o ponad 5 %), z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy natychmiast pobra¢ prébki
standardowe;

=3

w przypadku braku oznak, o ktérych mowa w lit. b) i c), prébki standardowe nalezy pobraé¢ 21 dni po dniu
ostatniego podejrzewanego kontaktu z zakazonym gospodarstwem lub w momencie zabicia drobiu lub
innych ptakow utrzymywanych przez czlowieka.

Artykut 18 lit. b) i ¢) — Spis i wizyty urzedowego lekarza weterynarii oraz nadzor gospodarstw w obszarze zapowietrzonym

W ramach inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie komercyjnym nalezy
zastosowac nastepujace Srodki:

a) kontrol¢ ewidengji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa. Jesli widoczny jest wzrost dziennej upadkowosci
(ponadtrzykrotne przekroczenie normalnego wspétczynnika upadkowosci w stadzie) lub spadek dziennej
produkgji jaj (o ponad 5%) lub spadek dziennego wskaznika przyjmowania pokarméw iflub plynéw
(o ponad 5 %), z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra¢ probki standardowe;

b) inspekeje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez cztowieka, zwlaszcza tych, ktére sprawiaja wrazenie
chorych;
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¢) w odniesieniu do drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka, w przypadku ktérych nie
oczekuje si¢ wyraznego przejawiania klinicznych objawéw choroby, lub w odniesieniu do ptakéw szczepio-
nych, wlasciwy organ moze na podstawie wynikéw oceny ryzyka podjaé decyzje o obowigzkowym pobraniu
prébek standardowych z kazdej jednostki produkeyjnej;

d) na podstawie wynikéw oceny ryzyka wlasciwy organ ma obowigzek podjaé decyzje dotyczaca dodatkowego
urzgdowego nadzoru w postaci inspekcji klinicznych oraz pobierania probek do badari laboratoryjnych
w wybranych gospodarstwach badz grupach lub w odniesieniu do wybranych typéw produkciji.

Artykut 19 lit. f) — Srodki, ktére majg by¢ stosowane w gospodarstwach w obszarach zapowietrzonych

W ramach inspekcji dokonywanej przez urz¢dowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, w ktorym zaobser-
wowano zwigkszong zachorowalno$¢, upadkowos¢ lub zmiany w danych produkcyjnych, nalezy zastosowaé
nastepujace $rodki:

a) kontrole ewidengji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa. Jesli widoczny jest wzrost dziennej upadkowosci
(ponadtrzykrotne przekroczenie normalnego wspétczynnika upadkowosci w stadzie) lub spadek dziennej
produkgji jaj (o ponad 5%) lub spadek dziennego wskaznika przyjmowania pokarméw iflub plynéw
(o ponad 5 %), z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra¢ prébki standardowe;

b) inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujgca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie

kliniczne drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez cztowieka, zwlaszcza tych, ktére sprawiaja wrazenie
chorych.

Artyku} 23 lit. b) — Odstgpstwa dla bezposredniego transportu drobiu w celu natychmiastowego uboju

W przypadku inspekcji dokonywanej przez urzedowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, ktéremu przy-
znano odstepstwo od przepisow art. 22 dyrektywy 2005/94/WE, nalezy zastosowac nastepujace srodki:

a) kontrola ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa;

b) inspekeje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne wszelkiego drobiu, zwlaszcza tych sztuk, ktére sprawiaja wrazenie chorych, w okresie krétszym
niz 24 godziny przed opuszczeniem gospodarstwa przez dréb;

¢) na podstawie wynikow oceny ryzyka dokonanego przez wlasciwy organ zamiast pobierania probek standar-
dowych nalezy pobra co najmniej 60 wymazow z tchawicy lub jamy ustno-gardlowej i/lub 60 wymazéw

z kloaki od drobiu przeznaczonego na ubéj z kazdej jednostki produkcyjnej, w okresie krétszym niz 48
godzin przed opuszczeniem gospodarstwa przez dréb.

Artyku} 25 lit. b) — Odstgpstwa dla bezposredniego transportu drobiu odchowanego, tuz przed okresem niesnym

W przypadku inspekcji dokonywanej przez urzedowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, ktéremu przy-
znano odstepstwo od przepisow art. 22, przed bezposrednim transportem drobiu odchowanego, tuz przed
okresem nie$nym nalezy zastosowac nastepujace Srodki:

a) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa;

b

inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu, zwlaszcza tych sztuk, ktdére sprawiaja wrazenie chorych, w okresie krétszym niz 24
godziny przed opuszczeniem gospodarstwa przez dréb;

¢) na podstawie wynikow oceny ryzyka dokonanego przez wilasciwy organ zamiast pobierania probek standar-
dowych nalezy pobraé co najmniej 60 wymazéw z tchawicy lub jamy ustno-gardtowej iflub wymazéw

z kloaki od drobiu z kazdej jednostki produkcyjnej, w okresie krotszym niz 48 godzin przed opuszczeniem
gospodarstwa przez drob.

Artykut 26 ust. 1 lit. a) — Odstgpstwo dla bezposredniego transportu jaj wylegowych i konsumpcyjnych

W przypadku inspekcji dokonywanej przez urzedowego lekarza weterynarii w gospodarstwie utrzymujacym
stado rodzicielskie, ktéremu przyznano odstgpstwo od przepiséw art. 22, przed bezposrednim transportem jaj
wylegowych nalezy zastosowaé nastepujace Srodki:

a) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa;

b) inspekgje kliniczng kazdej jednostki produkcyjnej co 15 dni;

¢) z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra¢ probki standardowe.
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8.11.  Artykut 29 ust. 1 — Okres obowigzywania Srodkdw

Srodki obowigzujace W obszarze zapowietrzonym zgodnie z rozdzialem IV sekcjg 3 dyrektywy 2005/94/EC
moga zosta¢ uchylone nie wczesniej niz po 21 dniach od dnia wstgpnego oczyszczenia i odkazenia zakazonych
gospodarstw, pod warunkiem ze:

a) urzedowy lekarz weterynarii przeprowadzit inspekcje we wszystkich gospodarstwach komercyjnych znajduja-
cych si¢ w obszarze zapowietrzonym, a wszelkie kontrole, inspekcje kliniczne i badania laboratoryjne
wymienione w pkt 8.6 lit. a), b) i ¢) oraz w pkt 8.7 przyniosly wyniki negatywne;

b) urzedowy lekarz weterynarii przeprowadzit inspekcje we wszystkich gospodarstwach niekomercyjnych znaj-
dujgcych si¢ w obszarze zapowietrzonym i ani badanie kliniczne, ani wyniki Zadnych przeprowadzonych
badan laboratoryjnych nie daly podstaw do podejrzen zakazenia grypa ptakow;

¢) wszelkie dodatkowo przeprowadzone $rodki nadzoru urzedowego, okreslone w pkt 8.6 lit. d), przyniosty
wyniki negatywne.

8.12.  Artykut 30 lit. g) — Srodki, ktdre majg by¢ stosowane w obszarach zagrozonych

W ramach inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, w ktérym zaobser-
wowano zwigkszong zachorowalno$¢, upadkowo$¢ lub zmiany w danych produkcyjnych, nalezy zastosowaé
nastepujace Srodki:

a) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa;

b) inspekeje kliniczng w kazdej jednostce produkeyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakoéw utrzymywanych przez czlowieka, zwlaszcza tych, ktére sprawiaja wrazenie
chorych;

¢) z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra¢ probki standardowe.

8.13.  Artykut 35 — Dochodzenie w sprawie podejrzenia wystgpowania HPAI w rzezniach i w Srodkach transportu

W ramach inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie pochodzenia ptakow,
u ktérych podejrzewa si¢ lub stwierdzono HPAI w rzeZzniach lub $rodkach transportu, nalezy zastosowaé naste-
pujace Srodki:

a) kontrol¢ ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa, jesli ewidencja taka istnieje;

b) inspekeje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka, z uwzglednieniem konsultacji
z urzedowym lekarzem weterynarii w rzezni, ktory zobowiazany jest przedstawi¢ szczegbly wszelkich
danych z poprzednich inspekcji oraz wyniki badan przed- i poubojowych ptakéw;

¢) z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra¢ prébki standardowe, chyba ze wiasciwy organ jest przeko-
nany, ze na podstawie dochodzenia weterynaryjnego przeprowadzonego zgodnie z lit. a) i b) mozna wyklu-
czy¢ podejrzenie obecno$ci HPAL

=

oprocz probek standardowych, do badania laboratoryjnego nalezy dostarczy¢ probki co najmniej pigciu
ptakéw chorych, padlych lub ubitych w rzezni, u ktérych zaobserwowano zmiany patologiczne.

8.14.  Artykul 36 ust. 1 — Srodki, ktére majg by¢ stosowane w rzezniach

Po zakoriczeniu dochodzen, o ktérych mowa w pkt 8.13, pod warunkiem Ze wyniki badan laboratoryjnych sg
negatywne i nie ma klinicznego podejrzenia obecno$ci HPAI w gospodarstwie pochodzenia ptakéw ani w rzezni,
urzedowe $rodki nadzoru mogg zosta¢ uchylone.

8.15.  Artykut 37 ust. 11 2 — Srodki, ktére majg by¢ stosowane w placéwkach kontroli granicznej lub w srodkach transportu

8.15.1. W ramach dokonywanego przez urz¢dowego lekarza weterynarii badania drobiu lub innych ptakéw utrzymy-
wanych przez czlowieka, trzymanych w izolacji po wycofaniu ich z placéwki kontroli granicznej lub ze
$rodkéw transportu ze wzgledu na podejrzenie lub stwierdzenie HPAI, nalezy zastosowaé nastepujace Srodki:

a) kontrole odpowiedniej dokumentacji i ewidendji, jesli taka istnieje;
b) badanie kliniczne drobiu i innych ptakéow utrzymywanych przez czlowieka, trzymanych w izolacji, oraz
inspekcje kliniczng wszelkiego innego drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka,

w szczegllnosci tych, ktdre sprawiajg wrazenie chorych;

¢) nalezy pobra¢ prébki od drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka, wybranych z réznych
skrzyn lub klatek, w ktérych odbywat si¢ transport.
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8.15.2. W ramach inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w zidentyfikowanym gospodarstwie
pochodzenia ptakéw w przypadku uboju drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez cztowieka, o ktérych
mowa, nalezy zastosowaé nastgpujace Srodki:

a)
b)

kontrole ewidencji produkeyjnej i zdrowotnej gospodarstwa, jesli ewidencja taka istnieje;

inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkceyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakow utrzymywanych przez czlowieka, z uwzglednieniem konsultacji
z urzedowym lekarzem weterynarii w rzezni, ktéry zobowigzany jest przedstawié szczegdly wszelkich
danych z poprzednich inspekgji oraz wyniki badan przed- i poubojowych ptakow;

z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobraé prébki standardowe, chyba ze wlasciwy organ jest przeko-
nany, ze na podstawie dochodzenia weterynaryjnego przeprowadzonego zgodnie z lit. a) i b) mozna wyklu-
czy¢ podejrzenie obecno$ci HPAL

oprocz probek standardowych, o ktérych mowa w lit. ¢), do badania laboratoryjnego nalezy dostarczy¢
probki co najmniej pigciu ptakéw chorych, padlych lub ubitych w rzezni, u ktérych zaobserwowano zmiany
patologiczne;

pod warunkiem ze wyniki badan laboratoryjnych prébek, o ktorych mowa w lit. ¢) i d), sa negatywne i nie
ma klinicznego podejrzenia obecnosci HPAI w gospodarstwie pochodzenia ptakéw ani w rzezni, urzedowe
$rodki nadzoru moga zosta¢ uchylone.

8.C.  Nisko zjadliwa grypa ptakéw (LPAI)

8.16.  Artykut 39 ust. 6 lit. b) i h) — Srodki, ktére majg by¢ stosowane w gospodarstwach, w ktdrych stwierdzono wystgpowanie
ogniska LPAI

W przypadku inspekcji dokonywanej przez urzedowego lekarza weterynarii w gospodarstwie przed transportem
drobiu do rzezni lub w gospodarstwie, w ktérym znajduje si¢ dréb wylezony z jaj zebranych w okresie inku-
bagji, nalezy zastosowa¢ nastepujace $rodki:

a)
b)

9

d)

kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa;

inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne danego drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka;

z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy zebraé probki standardowe od ptakéw przeznaczonych na ubdj,
w okresie krotszym niz 48 godzin przed opuszczeniem gospodarstwa przez dréb;

z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra¢ probki standardowe od drobiu juz wylezonego z jaj zebranych
w okresie inkubacji.

8.17.  Artykut 40 ust. 2 lit. b) — Odstgpstwo dla niektérych gospodarstw od Srodkéw, ktére majg byé stosowane w przypadku
potwierdzenia wystgpienia ogniska

W przypadku inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, ktéremu przy-
znano odstepstwo od przepiséw art. 39 ust. 2 oraz art. 39 ust. 5 lit. b) dyrektywy 2005/94/WE, nalezy zasto-
sowac nastepujace Srodki:

a)
b)

Ke¥

kontrole ewidencji produkeyjnej i zdrowotnej gospodarstwa, jesli ewidencja taka istnieje;

inspekcje kliniczne w kazdej jednostce produkcyjnej w regularnych odstgpach czasu, obejmujace oceng jej
historii klinicznej, oraz badanie kliniczne drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka,
zwlaszcza tych, ktore sprawiaja wrazenie chorych;

zamiast probek standardowych z kazdej jednostki produkeyjnej nalezy, 21 dni po dniu ostatniego pozytyw-
nego wyniku LPAI oraz w odstgpach 21 dni, pobiera¢ nastgpujace probki do badania laboratoryjnego:

i) probki wszelkiego padlego drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka, dostepne
w momencie pobierania probek;

ii) wymazy z tchawicy lub jamy ustno-gardlowej oraz z kloaki od 60 sztuk drobiu lub innych ptakéw utrzy-
mywanych przez czlowieka badZ — jesli w danym gospodarstwie jest mniej niz 60 sztuk drobiu lub
ptakéw utrzymywanych przez czlowieka — od wszystkich tych ptakéw; w przypadku gdy dotyczy to
ptakoéw malych, egzotycznych, nienawyklych do dotykania przez ludzi lub ktérych dotykanie mogloby
by¢ niebezpieczne dla ludzi, nalezy zebra probki $wiezego katu.

Wiadciwy organ moze jednak przyznal odstepstwa od wielkoSci probek, okreslonych w ppkt i) i ii), na
podstawie oceny ryzyka;
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8.18.

8.19.

8.20.

8.D.

8.21.

d) pobieranie prébek, o ktérych mowa w lit. ¢), oraz ich badanie laboratoryjne nalezy prowadzi¢ az do otrzy-
mania negatywnych wynikéw dwoch kolejnych badan laboratoryjnych przeprowadzonych w odstgpie co
najmniej 21 dni.

Artykut 42 ust. 1 i 3 — Srodki, ktére majg by¢ stosowane w gospodarstwach kontaktowych

W ramach inspekeji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie kontaktowym nalezy
zastosowac nastepujace Srodki:

a) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa kontaktowego, jesli ewidencja taka istnieje;

b

inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkceyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakoéw utrzymywanych przez czlowieka, zwlaszcza tych, ktére sprawiaja wrazenie
chorych;

¢) nalezy pobraé prébki z kazdej jednostki produkeyjnej lub w przypadku zabicia drobiu lub innych ptakéw
utrzymywanych przez cztowieka.

Artykut 44 ust. 1 lit. b) — Srodki, ktére majg by¢ stosowane w strefach zamknigtych

W ramach inspekcji dokonywanej przez urzedowego lekarza weterynarii w gospodarstwie komercyjnym
w strefie zamknietej nalezy zastosowa¢ nastepujgce Srodki:

a) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa;

b

inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkceyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne drobiu i innych ptakoéw utrzymywanych przez czlowieka, zwlaszcza tych, ktore sprawiaja wrazenie
chorych;

¢) z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra¢ probki standardowe;
d) na podstawie wynikéw oceny ryzyka wlasciwy organ ma obowigzek podja¢ decyzje dotyczaca dodatkowego

urzedowego nadzoru w postaci inspekeji klinicznych oraz pobierania prébek do badan laboratoryjnych
w wybranych gospodarstwach badz grupach lub w odniesieniu do wybranych typéw produkeji.

Artyku} 45 lit. a) i b) — Okres obowigzywania Srodkéw

Srodki obowiazujace w obszarze zamknigtym zgodnie z rozdzialem V sekcja 3 dyrektywy 2005/94/EC moga
zosta¢ uchylone nie wczesniej niz po 21 dniach od dnia wstgpnego oczyszczenia i odkazenia zakazonych
gospodarstw po likwidacji ptakéw w gospodarstwie lub nie wczesniej niz po 42 dniach od dnia stwierdzenia
LPAI, pod warunkiem ze:

a,

=

urzedowy lekarz weterynarii przeprowadzit inspekcje we wszystkich gospodarstwach komercyjnych
w obszarze zamknigtym, a takze przeprowadzone zostaly wszystkie badania laboratoryjne prébek, o ktérych
mowa w pkt 8.13 lit. ¢) i d), i ich wyniki sa dostepne;

=

dostepne sg wyniki wszystkich dotychczasowych inspekgji klinicznych i badaf laboratoryjnych, ktére moga
obejmowa¢ gospodarstwa niekomercyjne w celu okreslenia ryzyka rozprzestrzenienia si¢ LPAJ;

¢) na podstawie wynikow oceny ryzyka z uwzglednieniem sytuacji epidemiologicznej oraz wynikéw badan
laboratoryjnych, o ktérych mowa w lit. a) i b), wlasciwy organ uzna, ze ryzyko rozprzestrzenienia si¢ LPAI
jest niewielkie; ocena taka moze stwierdzal, ze w przypadku pozytywnych wynikéw serologicznych
i negatywnych wynikéw wirusologicznych ograniczenia moga zosta¢ zniesione.

Srodki zmierzajace do uniknigcia rozprzestrzeniania si¢ wiruséw grypy pochodzacych od
ptakéw na inne gatunki

Artykut 47 ust. 1 i 6 — Badania laboratoryjne i inne Srodki dotyczgce Swifi i innych gatunkéw

W ramach inspekcji dokonywanej przez urzgdowego lekarza weterynarii w gospodarstwie, w ktorym hodowane
sa $winie, po stwierdzeniu grypy ptakéw nalezy zastosowaé nastgpujace Srodki:

a) kontrole ewidengji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa, jesli ewidencja taka istnieje;

b) inspekeje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie
kliniczne $winf, zwlaszcza tych, ktore sprawiaja wrazenie chorych;

¢) przed dniem zabicia zakazonego drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka lub w tym dniu
nalezy pobra¢ wymazy z nosa lub jamy ustno-gardlowej od co najmniej 60 $win z kazdej jednostki produk-
cyjnej lub — jesli w danej jednostce produkcyjnej jest mniej niz 60 swin — od wszystkich $win w tej jednostce.
W okresie od dwoch do czterech tygodni od daty zabicia nalezy pobraé co najmniej 60 probek krwi od
$win. Probki nalezy pobieraé w taki sposéb, aby od kazdej grupy $win bedacych ze soba w bezposrednim
kontakcie pobra¢ co najmniej po jednej prébee;
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8.E.

8.22.

8.F.

8.23.

8.24

d) na przemieszczenie $win do innych gospodarstw mozna zezwolié, o ile uzyskano wynik negatywny
w odniesieniu do co najmniej 60 wymazéw z nosa lub jamy ustno-gardlowej oraz 60 prébek krwi pobra-
nych od $win z kazdej jednostki produkeyjnej 14 dni po uzyskaniu pozytywnych wynikéw badan na obec-
nos¢ grypy ptakéw.

Na przemieszczenie $wini do rzezni mozna zezwolié, o ile uzyskano wynik negatywny w odniesieniu do co
najmniej 60 wymazow z nosa lub jamy ustno-gardlowej pobranych z kazdej jednostki produkeyjnej 14 dni
po uzyskaniu pozytywnych wynikéw badan na obecno$¢ grypy ptakéw.

W przypadku uzyskania nierozstrzygajacych lub pozytywnych wynikéw laboratoryjnych wszelkie dalsze
dochodzenia s3 wymagane do wykluczenia zakazenia lub przeniesienia grypy ptakéw na $winie;

o

jesli urzgdowy lekarz weterynarii podejrzewa, Ze inne ssaki domowe znajdujace si¢ w gospodarstwie, szcze-
golnie te, u ktérych stwierdzono podatno$¢ na zakazenie wirusami grypy ptakow podtypow H5 i H7, mogly
mie¢ kontakt z zakazonym drobiem lub innymi utrzymywanymi ptakami, nalezy pobra¢ probki do badan
laboratoryjnych.

Ponowne zasiedlenie
Artykut 49 ust. 3 lit. b) i ¢) — Ponowne zasiedlenie gospodarstwa

W ramach inspekeji dokonywanej przez urzedowego lekarza weterynarii w gospodarstwie komercyjnym, ktére
zostalo ponownie zasiedlone, nalezy zastosowac nastepujace Srodki:

a) kontrole ewidencji produkceyjnej i zdrowotnej gospodarstwa;
b) inspekeje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie

kliniczne drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez cztowieka, zwlaszcza tych, ktére sprawiaja wrazenie
chorych;

o

zamiast pobierania prébek standardowych, z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobral nastgpujace
probki:

i) co najmniej 20 probek krwi — bezposrednio po umieszczeniu drobiu w gospodarstwie, z wyjatkiem
pisklat jednodniowych; jesli jest to wlasciwe, prébki takie moga by¢ pobrane w gospodarstwie pocho-
dzenia drobiu przed jego przemieszczeniem do gospodarstwa, ktére ma zosta ponownie zasiedlone;

ii) probki martwego drobiu lub wymazy pobrane z jego zwlok, od co najmniej 10 martwych ptakéw na
tydzient w okresie 21 dni od dnia ponownego zasiedlenia;

=

jesli dane gospodarstwo bylo poprzednio zakazone HPAI, w stosownych przypadkach nalezy réwniez
w ostatnim tygodniu okresu 21 dni po dacie ponownego zasiedlenia pobraé 20 wymazéw z tchawicy lub
jamy ustno-gardtowej oraz 20 wymazéw z kloaki od ptactwa wodnego (kaczek iflub gesi) z kazdej jednostki
produkcyjnej;

jesli dane gospodarstwo bylo poprzednio zakazone LPAI nalezy réwniez pobra¢ 20 wymazéw z tchawicy
lub jamy ustno-gardtowej, 20 wymazéw z kloaki oraz 20 prébek krwi z kazdej jednostki produkcyjnej.

KU

Szczepienia
Artykut 56 ust. 2 lit. i) — Szczepienie zapobiegawcze drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez cztowieka

Szczepiony dréb lub inne utrzymywane ptaki musza zosta¢ poddane badaniom laboratoryjnym okreslonym
w rozdziale IX dyrektywy 2005/94/WE z wykorzystaniem zatwierdzonych testow DIVA, o ile znany jest wirus
terenowy.

W przypadku wykorzystania ptakow wskaznikowych musza one by¢ obecne w kazdym szczepionym stadzie
oraz muszg by¢ poddane inspekcji klinicznej i przebadane testem zahamowania hemaglutynacji (HI). W tym
celu przynajmniej co 60 dni nalezy pobiera¢ po 20 prébek krwi od nieszczepionych ptakéw wskazZnikowych

w kazdym gospodarstwie, w ktérym przeprowadzono szczepienie.

Zakgeznik IX — Wymogi dotyczgce przemieszczania drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez cztowieka i produktéw
drobiowych, stosowane w odniesieniu do szczepienia interwencyjnego

W odniesieniu do przemieszczania zywego drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka oraz ich
jaj nalezy stosowaé rygorystyczne $rodki monitorujace w celu zminimalizowania ryzyka dalszego rozprzestrze-
niania si¢ zakazenia grypa ptakow.
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W tym celu na poczatku kampanii szczepienia interwencyjnego nalezy stosowal te same $rodki monitorujace
w odniesieniu do przemieszczania zywego drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka oraz ich jaj
w celu zminimalizowania ryzyka dalszego rozprzestrzeniania si¢ zakazenia grypa ptakéw w obszarze szcze-
pienia i poza nim.

a) Przed pierwszym przemieszczeniem jaj wylegowych i jaj konsumpcyjnych w ramach obszaru szczepienia
i poza ten obszar, a takze po tym przemieszczeniu, przynajmniej co 30 dni urzedowy lekarz weterynarii
musi zastosowa¢ nastgpujace $rodki:

i) inspekcje kliniczng nieszczepionego drobiu reprodukcyjnego lub niesnego w kazdej jednostce produk-
cyjnej, obejmujacg oceng jej historii klinicznej, oraz badanie kliniczne drobiu, zwlaszcza tych sztuk, ktére
sprawiaja wrazenie chorych; z kazdej jednostki produkcyjnej nalezy pobra¢ od drobiu probki standar-
dowe; lub

i) inspekcje kliniczng nieszczepionego drobiu reprodukcyjnego lub niesnego w kazdej jednostce produk-
cyjnej, obejmujaca oceng jej historii klinicznej, oraz badanie kliniczne ptakéw wskaznikowych znajduja-
cych sig w tych stadach; od ptakéw wskaznikowych nalezy pobraé prébki standardowe.

b) W przypadku przemieszczania zywego szczepionego drobiu lub innych ptakéow utrzymywanych przez
czlowieka do innych gospodarstw lub w przypadku przemieszczania zywego szczepionego drobiu wewnatrz
obszaru szczepienia i poza ten obszar, urzedowy lekarz weterynarii musi zastosowaé nastepujace Srodki:

i) kontrole ewidencji produkcyjnej i zdrowotnej gospodarstwa;

ii) inspekcje kliniczng w kazdej jednostce produkcyjnej, obejmujaca ocene jej historii klinicznej, oraz
badanie kliniczne drobiu i innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka, w okresie 72 godzin przed
opuszczeniem gospodarstwa przez drob, ze szczegdlnym uwzglednieniem ptakoéw wskaznikowych;

i) w wypadkach gdy wyniki kontroli oraz inspekeji klinicznej i badaii wymienionych w ppkt i) i i) nie sa
zadowalajace, nalezy pobra¢ probki standardowe od ptakéw wskaznikowych; jedli jednak wyniki te sa
zadowalajace, nalezy pobra¢ probki okreslone ponizej od:

— szczepionego drobiu lub innych ptakéw utrzymywanych przez czlowieka: co najmniej 20 wymazow
z tchawicy lub jamy ustno-gardlowej, 20 wymazéw z kloaki i 20 probek krwi do badania
w odpowiednim tescie DIVA, w okresie 72 godzin przed opuszczeniem gospodarstwa,

— ptakéw wskaznikowych: co najmniej 20 wymazéw z tchawicy lub jamy ustno-gardlowej, 20
wymazéw z kloaki i 20 probek krwi w celu przeprowadzenia badaii serologicznych
z wykorzystaniem testu HI przed opuszczeniem gospodarstwa.

ROZDZIAL V

Wirusologiczne badania diagnostyczne i ocena wynikéw

Do czasu pojawienia si¢ i rozwoju testéw molekularnych za zdecydowanie najbardziej wrazliwe badanie diagnos-
tyczne wykrywajace grype ptakow uznawano wyizolowanie wirusa poprzez inokulacje zarodkow kurzych; bylo to
niezbedne dla pdzniejszego okreslenia i scharakteryzowania zakazajacego wirusa. Zasadnicze etapy tego rodzaju
badania opisano w niniejszym rozdziale.

Przygotowanie prébek

Wymazy dostarczane w postaci ,suchej” powinny by¢ zanurzone catkowicie w plynie o wystarczajacym stezeniu
antybiotykow. Probki moga by¢ taczone w partie ztozone z pigciu sztuk, pod warunkiem ze pochodza one od tego
samego gatunku i jednostki epidemiologicznej oraz zostaly pobrane w tym samym czasie.

Zwloki dostarczane do laboratorium musza zosta¢ poddane badaniu po$miertnemu oraz nalezy pobra¢ probki
z nastgpujgcych organéw: kat lub tres¢ jelit, tkanka mozgu, tchawica, pluca, watroba, Sledziona i inne organy
w widoczny sposéb zmienione. Wymienione narzady i tkanki moga by¢ faczone, ale material katowy musi by¢ trzy-
many oddzielnie.

Prébki katu i narzady muszg by¢ homogenizowane (w zalaczonym homogenizatorze lub w mozdzierzu aptekarskim
z uzyciem jalowego piasku) w plynie z antybiotykami, tak aby uzyska¢ 10-20-procentows zawiesing.

Zanurzone wymazy i zawiesiny nalezy pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez okres okolo 2 godzin (lub
w temperaturze 4 °C przez dluzszy okres czasu), a nastgpnie wyklarowaé przez odwirowanie (np. 800-1 000 x
g przez 10 minut).
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Izolacja wirusa w zarodkach kurzych

Sklarowany supernatant powinien by¢ podany do jamy omoczniowej co najmniej czterech zarodkéw kurzych inku-
bowanych przez 9-11 dni, w ilosci po 0,1-0,2 ml do kazdej z nich. W zasadzie zarodki te nalezy pozyskiwac ze
stada wolnego od specyficznych patogenéw (SPF), ale jesli jest to niemozliwe, dopuszczalne jest wykorzystywanie
zarodkéw ze stada, u ktérego nie stwierdza si¢ przeciwcial przeciwko grypie ptakéw (wolne od specyficznych prze-
ciwcial — SAN).

Zakazone zarodki nalezy inkubowaé w temp. 37 °C i codziennie prze$wietlaé. Jaja z martwymi lub chorymi zarod-
kami w miar¢ ich wykrywania, a pozostale po uplywie szeSciu dni od zakazenia nalezy schlodzi¢ do temp.
4°C, a plyn omoczniowo-owodniowy nalezy zbada¢ pod katem wlasciwosci hemaglutynacyjnych. W przypadku
niestwierdzenia hemaglutynacji powyzsze postgpowanie nalezy powtérzy¢, stosujac jako inoculum nierozcienczony
plyn omoczniowo-owodniowy. W przypadku stwierdzenia hemaglutynacji nalezy wykluczy¢ obecno$¢ bakterii
w badaniu hodowlanym. W przypadku obecnosci bakterii plyny mozna przesaczyé przez filtr z membrang
o $rednicy 450 nm, nastgpnie doda¢ antybiotyki i wprowadzi¢ do jaj z zarodkami w sposéb opisany powyzej.

W celu przyspieszenia diagnozy niektore laboratoria stosowaly dwa pasaze trzydniowe lub pasaze dwudniowy
i czterodniowy, uzyskujac wyniki podobne do otrzymywanych w dwoch pasazach szeSciodniowych, jednak nie
zostalo to jeszcze w pelni ocenione.

Plyny, w ktérych uzyskano wynik pozytywny, musza by¢ przebadane dla wykluczenia obecno$ci bakterii.
W przypadku obecnosci bakterii plyny mozna przesaczy¢ przez filtr z membrang 450 nm lub odwirowal w celu
usunigcia bakterii oraz ponownie pasazowac na zarodkach po dodaniu wigkszej ilosci antybiotykéw.

Rozpoznanie réznicowe

a) Roéznicowanie wstepne

Poniewaz istotne jest, aby $rodki zwalczajace, majace na celu ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ wirusa grypy
ptakéw, byly wdrozone jak najszybciej, kazde krajowe laboratorium referencyjne, ktére wyizolowato hemagluty-
nujgcego wirusa, musi mie¢ mozliwos¢ stwierdzenia, czy jest to wirus grypy A podtypu H5 badZ H7 czy tez
wirus rzekomego pomoru drobiu. Do wykonania testu zahamowania hemaglutynacji nalezy uzy¢ plynéw wyka-
zujacych hemaglutynacje w sposéb opisany w rozdziale 1X. Hamowanie dodatnie, np. miano w przedziale 2-3
log, pozytywnej kontroli, uzyskane przy zastosowaniu swoistych surowic poliklonalnych w stosunku do
podtypéw H5 i H7 grypy A, moze stuzy¢ jako wstepna identyfikacja umozliwiajaca wprowadzenie tymczasowych
srodkéw zwalczania.

=

Identyfikacja potwierdzajgca

Poniewaz w obrebie wirusow grypy istnieje 16 podtypéw hemaglutyniny i 9 podtypéw neuraminidazy,
a w kazdym z nich wystgpuje zmienno$¢, nie jest mozliwe ani z punktu widzenia praktycznego, ani finansowego,
aby kazde krajowe laboratorium przechowywalo surowice pozwalajace na pelng identyfikacje podtypéw izolatow
grypy. Jednak kazde krajowe laboratorium referencyjne musi przynajmniej:

i) potwierdzi¢, z wykorzystaniem testu podwéjnej immunodyfuzji w celu okreslenia antygenéw grupowych, czy
dany izolat jest wirusem grypy A;

i) stwierdzi¢, czy dany izolat jest typu H5 lub H7 (pozytywna identyfikacja wymaga wdrozenia srodkow zwal-
czajacych w odniesieniu do LPAI podtypéw H5 i H7);

i) natychmiast dostarczy¢ wszystkie izolaty HPAI oraz H5 i H7 do wspdlnotowego laboratorium referencyjnego
w celu potwierdzenia i ustalenia pelnej charakterystyki, chyba ze udzielono odstgpstwa zgodnie z lit. d).

Ponadto w przypadku laboratoriow dysponujacych odpowiednimi urzadzeniami pozadane jest:

iv) wykonanie testu okreslajacego wskaznik dozylnej zjadliwosci na 6-tygodniowych kurczetach, zgodnie
z opisem w rozdziale VII Indeks dozylnej zjadliwosci przekraczajacy 1,2 wskazuje na obecnos¢ wirusa wyma-
gajacego pelnego zastosowania $rodkow zwalczania HPAL

Krajowe laboratoria referencyjne musza rdwniez rozwazy¢ pozyskanie wiedzy i sprzetu pozwalajacego na
sekwencjonowanie nukleotydéw genu hemaglutyniny w celu okreslenia, czy wystepuja liczne aminokwasy zasa-
dowe w miejscu cigcia biatka prekursora hemaglutyniny w przypadku kazdego wirusa LPAI podtypéw H5 lub
H7. Cho¢ wspoélnotowe laboratorium referencyjne, w ramach swoich obowigzkéw okreslonych w zalgczniku VII
pkt 2 lit. b) do dyrektywy 2005/94/WE, przeprowadzi okreslenie zjadliwosci jako procedur¢ o priorytetowym
znaczeniu, to opisane powyzej scharakteryzowanie wirusa na poziomie krajowym istotnie skréci czas diagnozy,
a w przypadku uzyskania pozytywnego wyniku — czas pelnego wprowadzenia $rodkéw zwalczania HPAL
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¢) Dalsze typowanie i charakterystyka izolatow

Wspolnotowe laboratorium referencyjne musi otrzymac od krajowych laboratoriéw referencyjnych wszystkie
wirusy powodujace hemaglutynacje w celu wykonania dalszych badan antygenowych i genetycznych, aby
umozliwi¢ lepsze zrozumienie epidemiologii choroby (choréb) we Wspdlnocie, zgodnie z funkcjami
i obowigzkami wspélnotowego laboratorium referencyjnego, okreSlonymi w zalaczniku VII do dyrektywy
2005/94/WE.

Oprécz tych funkeji i obowigzkéw wspdlnotowe laboratorium referencyjne ma obowiazek pelnego okreslenia
typéw antygenowych wszystkich otrzymanych szczepéw wirusa. W przypadku wiruséw H5 i H7, ktérych
wskaznik dozylnej zjadliwosci nie przekracza 1,2, nalezy réwniez natychmiast przeprowadzi¢ badanie sekwencjo-
nowania nukleotydéw genu hemaglutyniny w celu okrelenia, czy wystepuja liczne aminokwasy zasadowe
w miejscu cigcia biatka prekursora hemaglutyniny; niezwlocznie po uzyskaniu wynikéw nalezy poinformowaé
krajowe laboratorium referencyjne oraz wiasciwy organ w kraju pochodzenia, aby umozliwi¢ pelne wprowa-
dzenie §rodkow zwalczania HPAL

&

Z uwagi na zmieniajaca si¢ sytuacje epidemiologiczng w odniesieniu do HPAI/LPAI mozliwe jest, w drodze
umowy zawartej z Komisja oraz wspélnotowym laboratorium referencyjnym, udzielenie odstepstwa laboratoriom
dysponujacym pelnymi mozliwoSciami szybkiej charakteryzacji wirusa, przewidujacego dostarczenie ograniczo-
nego zbioru tych wiruséw po analizie danych oraz dokonanie przez wspélnotowe laboratorium referencyjne
odpowiedniej selekeji. Odstepstwo takie moze by¢ dopuszczalne jedynie w sytuacji, gdy krajowe laboratorium
referencyjne jest w stanie szybko wygenerowal dane i udostgpni¢ je wspdlnotowemu laboratorium referencyj-
nemu.

ROZDZIAL VI
Badania molekularne i ocena wynikéw

Obecna definicja HPAI pozwala na molekularna identyfikacje czynnikéw zjadliwosci i potwierdza mozliwos¢ stosowania
technik molekularnych w diagnozie grypy ptakéw. Ostatnio dokonano postegpéw w ich stosowaniu w detekgji
i charakteryzowaniu wirusa grypy ptakéw bezposrednio na podstawie materiatu klinicznego pobranego od zakazonych
ptakow. Zastosowanie konwencjonalnych technik RT-PCR na materiale klinicznym, przy whasciwie zdefiniowanych star-
terach, moze pozwoli¢ na szybkie wykrycie i okreslenie podtypu (przynajmniej w odniesieniu do H5 i H7) oraz otrzy-
manie amplikonu PCR, ktéry moze by¢ wykorzystywany do badania sekwencjonowania nukleotydéw; wykazano
rowniez, ze techniki te maja duza przydatno$¢, pozwalajac na szybkie identyfikowanie kolejnych ognisk po wykryciu
zakladu, w ktorym nastapito pierwotne zakazenie, i scharakteryzowaniu wirusa. Jednoetapowe badanie RT-PCR w czasie
rzeczywistym z wykorzystaniem systemow starteréw i sond fluorescencyjnych (rRT-PCR) pozwala na jeszcze szybsza
i bardziej czulg diagnoze obejmujaca wykrycie wiruséw grypy ptakéw oraz okreslenie podtypu H5 lub H7 w prébkach
klinicznych.

W przypadku systeméw RT-PCR i rRT-PCR istotnym problemem jest fakt, ze do tej pory rézne laboratoria opracowaly
rézne systemy, ktére, cho¢ w pelni uprawnione, nie zostaly zatwierdzone ani poddane testom na duzych liczbach
probek w réznych laboratoriach. Wspdlnotowe laboratorium referencyjne oraz okreslone krajowe laboratoria referen-
cyjne zajmowaly si¢ tym problemem w ramach projektu finansowanego przez Wspdlnote (EU AVIFLU), majacego na
celu stworzenie ratyfikowanych protokoléw dotyczacych konwencjonalnego RT-PCR oraz rRT-PCR, ktére moglyby by¢
przyjete przez pozostale krajowe laboratoria referencyjne. Jesli parametry badania, jak liczba cykli oraz czas niezbedny
do osiagniecia poszczegdlnych etapéw temperaturowych PCR, odbiegajg od zalecenn w okreslonych protokotach, przed
ich zastosowaniem nalezy wykazaé, ze s3 one odpowiednie do przewidzianego celu, zgodnie z pkt 6
rozdzialu I niniejszego podrecznika diagnostycznego.

Stosowane przez wspdlnotowe laboratorium referencyjne standardowe protokoly dla wymienionych testéw molekular-
nych oraz ich oceny znajdujg si¢ na stronie internetowej:

http:/[www.defra.gov.uk/corporate/vla/science/science-viral-ai-reflab.htm

ROZDZIAL VII
Badanie zjadliwosci in vivo i ocena wynikéw

Zjadliwos¢ dla kur wiruséw grypy A wyizolowanych od ptakoéw nalezy ocenié przy zastosowaniu testu indeksu dozylnej
zjadliwosci (IVPI), ktéry nalezy przeprowadzi¢ nast¢pujaco:

a) Swiezy zakazny plyn omoczniowy o mianie HA > 1/16 (> 2¢ lub > log, 4, jesli wyrazone jako odwrotnosd)
z mozliwie najnizszego pasazu, najlepiej z poczatkowej izolacji bez uprzedniej selekcji, nalezy rozcieficzy¢
w proporcji 1/10 w jalowym izotonicznym roztworze soli;

b) 0,1 ml rozcieficzonego wirusa nalezy poda¢ droga dozylng wszystkim dziesigciu sze$ciotygodniowym kurczgtom SPF
lub SAN;
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kurczeta poddawane s badaniu w odstgpach 24-godzinnych przez 10 dni. W trakcie kazdej obserwacji kazdemu
ptakowi przyznaje si¢ punkty: 0 (zdrowy), 1 (chory), 2 (bardzo chory) lub 3 (padly). Rozr6znienie ptakéw chorych
i bardzo chorych zalezy od subiektywnej oceny klinicznej.

Zazwyczaj za ,chore” uznaje si¢ ptaki wykazujace jeden z ponizszych objawéw, a za ,bardzo chore” — ptaki wyka-
zujace wigcej niz jeden z nich: objawy ze strony ukladu oddechowego, depresja, biegunka, sinienie widocznych partii
skéry lub dzwonkéw, obrzgk glowy, objawy nerwowe. Ptakom padlym przyznaje si¢ po 3 punkty w kazdym
z pozostalych dni obserwacji po padnigciu.

Ze wzgledu na dobrostan zwierzat, jesli ptaki sa zbyt chore, aby jes¢ lub pié, nalezy je zabi¢ w sposéb humanitarny
i w kolejnej obserwacji zapisa¢ jako padle, poniewaz bez podjecia dzialan padna w ciggu 24 godzin. Taki spos6b
postepowania jest akceptowany przez organy akredytacyjne;

IVPI to Srednia warto§¢ z poszczegdlnych obserwacji dla poszczegdlnych ptakéw z okresu 10 dni. Indeks réwny 3,00
oznacza, ze wszystkie ptaki padly w ciggu 24 godzin, natomiast indeks réwny 0,00 oznacza, Ze w ciggu 10 dni
obserwacji zaden ptak nie wykazal objawéw klinicznych.

Ponizszy przyklad obrazuje prosta metode zapisywania wynikow i obliczania indeksow:

Objawy Dziefi po zakazeniu . A
kliniczne gczny wynik
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zdrowe 10 2 0 0 0 0 0 0 0 0 12x0 =0
Chore 0 4 2 0 0 0 0 0 0 0 6x1 =26
Bardzo chore 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0 6x2 =12
Padle 0 2 6 8 10 10 10 10 10 10 76 x 3 = 228
Razem 246
Uwagi:

10 ptakéw obserwowanych przez 10 dni = 100 obserwacji

Indeks = $redni wynik na obserwacje na badanego ptaka = 246/100 = 2,46

Kazdy wirus grypy A, niezaleznie od podtypu, dajacy w tescie IVPI warto$¢ powyzej 1,2, jest uwazany za wirusa HPAIL

ROZDZIAL VIII

Badania serologiczne i ocena wynikow

Najlepsza metoda wykazania obecno$ci wirusa influenzy A jest stwierdzenie obecnosci antygenéw nukleoproteiny lub
matrix, ktore posiadajg wszystkie wirusy influenzy A.

Mozna tego dokona¢ poprzez badanie testem podwdjnej immunodyfuzji z uzyciem skoncentrowanego wirusa lub
wyciagéw z zakazonych blon kosméwkowo-omoczniowych.

Preferowanymi metodami wykonywania testéw serologicznych na obecno$¢ przeciwcial przeciwko wirusowi grypy
ptakéw sg testy hemaglutynacji (HA) i testy zahamowania hemaglutynacji (HI).

Szczegblowe informacje dotyczace technik laboratoryjnych oraz oceny wynikéw zawiera rozdzial 2.7.12 Podrecznika
badan diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych (Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals) Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE).

Stosowane przez wspolnotowe laboratorium referencyjne standardowe protokoly dla testéw serologicznych oraz oceny
ich wynikéw znajduja si¢ na stronie internetowej:

http://www.defra.gov.uk/corporate/vla/science/science-viral-ai-reflab.htm

1.

ROZDZIAL IX
Systemy monitorowania zwigzane ze szczepieniem
Dyrektywa 2005/94/WE i przewodnik diagnostyczny
W sekejach 2 1 3 rozdziatu IX dyrektywy 2005/94/WE dopuszcza si¢ pod pewnymi warunkami stosowanie szcze-

pienia interwencyjnego i zapobiegawczego. Jednym z warunkow jest stosowanie strategii DIVA, czyli strategii odréz-
niania zwierzecia zakazonego od szczepionego.
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Celem szczepienia musi by¢ zapobieganie zakazeniu oraz péZniejszemu rozprzestrzenianiu si¢ wirusa pomiedzy
stadami. Istnieja niepodwazalne dowody, ze szczepienie powoduje wzrost ilosci wirusa potrzebnej do zakazenia
ptakéw i zmniejszenie ilosci wirusa wydalanego. Tym niemniej, cho¢ ptaki szczepione nie wykazuja objawéw Klinicz-
nych, to réwniez one moga w przypadku zakazenia rozsiewa¢ wirusa. W ten spos6b wirusy HPAI podtypéw H5 i H7
moga przez jaki§ czas krazy¢ niezauwazone w stadzie o nizszym od optymalnego poziomie odpornosci w taki sam
sposéb, jak wirusy LPAI krgza w stadzie nieszczepionym. Konieczna jest zatem mozliwo$¢ zidentyfikowania stad
zaszczepionych, ktdre zostaly zakazone wirusem terenowym, aby mozna bylo wdrozy¢ inne $rodki zwalczania, np.
likwidacje.

. Wykorzystanie ptakéw wskaznikowych do monitorowania zakazenia

Na poziomie stada prosta metodg jest regularne monitorowanie ptakéw wskaznikowych pozostawionych bez szcze-
pienia w kazdym zaszczepionym stadzie; podejScie to jednak stwarza pewne problemy w zarzadzaniu, szczegdlnie
jesli chodzi o identyfikacje ptakéw wskaznikowych, zwlaszcza w duzych stadach. Zapewniony musi by¢ kontakt
migdzy ptakami wskaznikowymi a ptakami zaszczepionymi.

. Badanie laboratoryjne DIVA do monitorowania zakazenia

Jako dzialanie alternatywne lub uzupelniajace mozna prowadzi¢ badanie narazenia na zakazenie terenowe na ptakach
szczepionych z wykorzystaniem testow laboratoryjnych DIVA. W ostatnich latach opracowano szereg systeméw
testowych, ktére pozwalaja réwniez na wykrycie zakazenia terenowego (field challenge) zaszczepionych ptakow.
Metoda, ktéra okazala si¢ skuteczna, jest wykorzystanie szczepionki zawierajacej wirusa o tym samym podtypie
hemaglutyniny (H), ale o innym typie neuraminidazy (N) niz dominujgcy wirus terenowy. Przeciwciala przeciwko
N wirusa terenowego sg naturalnym wskaznikiem zakazenia.

System ten byl wykorzystywany we Wloszech po ponownym pojawieniu si¢ wirusa LPAI H7N1 w 2000 r. Jako
uzupehienie bezposrednich $rodkéw zwalczania wprowadzono strategie DIVA, obejmujaca wykorzystanie szcze-
pionki zawierajacej wirusa H7N3 w celu zwalczania zakazenia terenowego wirusem H7N1. Ptaki szczepione i ptaki
narazone w terenie byly rozrézniane poprzez zastosowanie testu serologicznego wykrywajacego specyficzne przeciw-
ciala przeciwko N1. Te samga strategie zastosowano do zwalczania LPAI wywolanej wirusem H7N3 we Wloszech
w latach 2002-2003 — tym razem zastosowano szczepionke H7N1 i test serologiczny wykrywajacy specyficzne prze-
ciwciala przeciwko N3. W obu przypadkach szczepienia polaczone z likwidacja stad, przeprowadzone
z wykorzystaniem opisanej strategii DIVA, spowodowaly zwalczenie wirusa terenowego.

Problemy z opisanym systemem powstaja wowczas, gdy pojawia si¢ wirus terenowy o tym samym antygenie N, co
dotychczasowy wirus terenowy, ale o podtypie H innym niz H5 lub H7, badz gdy podtypy o tych samych antyge-
nach N kraza juz w terenie. Wiadomo ze w szczeg6lnosci kaczki bywaja nosicielami wigcej niz jednego podtypu.
Istniata réwniez potrzeba opracowania odpowiedniego testu, ktéry pozwalalby na rutynowe monitorowanie stad dla
stwierdzenia obecnosci przeciwcial przeciwko neuraminidazie. We Wloszech opracowano ,dorazny” test serologiczny
oparty na metodzie posredniej immunofluorescencji, w ktérym jako antygen wykorzystano biatka N ulegajace
ekspresji w rekombinantach bakulowirusowych. Jego zastosowanie moze by¢ latwiejsze i bardziej powszechne po
opracowaniu testu ELISA.

Wykorzystanie szczepionek zawierajacych tylko HA, takich jak rekombinowane szczepionki wektorowe, umozliwia
stosowanie w wykrywaniu zakazen u szczepionych ptakéw klasycznych testow AGID lub testéw ELISA opartych na
nukleoproteinach, biatkach niestrukturalnych lub biatkach otoczki.

W przypadku szczepionek inaktywowanych opisano test wykrywajacy przeciwciala przeciwko niestrukturalnym
biatkom wirusa, ktore s3 produkowane tylko w czasie naturalnego zakazenia. System taki wymaga jeszcze potwier-
dzenia w terenie; ma jednak takie ograniczenie, ze naturalne zakazenie stada jakimkolwiek wirusem grypy, nieza-
leznie od podtypu, prowadzi do wytworzenia przeciwcial przeciwko temu biatku niestrukturalnemu.

Opracowanie szybkich i czulych metod wykrywania wirusa, szczegélnie takich, ktére moga by¢ zautomatyzowane,
tak jak RT-PCR w czasie rzeczywistym, oznacza mozliwo$¢ ich wykorzystania do prostego, powszechnego
i regularnego badania zaszczepionych ptakéw na obecno$¢ wirusa terenowego. Mozliwos¢ wykrywania wirusa bedzie
jednak ograniczona w czasie do krotkiego okresu w ostrej fazie zakazenia, a wykrywanie takie nie bedzie moglo by¢
podstawa stwierdzenia, Ze stado nie bylo narazone na zakazenie wirusem w przeszlosci. To podejicie jest najwlas-
ciwsze do badania szczepionych ptakéw przed ich przemieszczeniem dla wykazania, ze sa one wolne od aktywnego
zakazenia.

Liczba probek, ktore majg by¢ poddane badaniu wybranym systemem, musi umozliwiaé wykluczenie rozprzestrze-
nienia zakazenia wirusem grypy ptakéw w stadzie przekraczajacego 15 %, na poziomie ufnosci wynoszacym 95 %.
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ROZDZIAL X

Strategie diagnozowania grypy ptakéw

Jak stwierdzono w zalaczniku IV do dyrektywy 2005/94/WE, decyzje o zastosowaniu §rodkéw w konkretnych obszarach
lub gospodarstwach kontaktowych oraz nasilenie tych srodkéw moga by¢ bardzo rézne w zaleznoci od tego, jak duze
jest ryzyko. Podobnie wymagane potwierdzenie diagnostyczne choroby powinno by¢ dostosowane do panujacej sytuacji,
wielkosci zagrozenia i stopnia ryzyka. Decyzje podejmowane przez organy weterynaryjne w odniesieniu do dowodéw
diagnostycznych musza w zréwnowazony sposob bra¢ pod uwage potrzebe szybkiego opanowania i zwalczenia
choroby oraz potencjalne skutki blednej diagnozy. Oceny takie muszg uwzglednia¢ okolicznosci w danym momencie,
na ktdre sklada si¢ wiele czynnikéw; niektére sytuacje mozna jednak przewidziec.

Sytuacja epidemiologiczna

Potencjalne problemy

Kryteria diagnostyczne

Brak specyficznych oznak, brak
oficjalnych podejrzent

Odosobnione gospodarstwo

Przeprowadzenie szybkiego wykrywania na
podstawie RT-PCR dla genu M. Diagnoza
réznicowa w razie potrzeby.

Podejrzenie pierwotnego ogniska

Odosobnione gospodarstwo

Przeprowadzenie pelnego badania diagnos-
tycznego, wyizolowanie
i scharakteryzowanie wirusa.

Podejrzenie pierwotnego ogniska

Gospodarstwo w terenie o duzym
zageszczeniu drobiu

Przeprowadzenie pelnego badania diagnos-
tycznego, wyizolowanie
i scharakteryzowanie wirusa, ale jedno-
cze$nie koncentracja na metodach szyb-
kiego wykrycia i scharakteryzowania, szcze-

g6lnie opartych na RT-PCR
i sekwencjonowaniu (?).
Podejrzenie drugiego i kolejnych | Odosobnione gospodarstwa, | Koncentraca na metodach  szybkiego
ognisk powiazane epidemiologicznie | wykrywania i scharakteryzowania, szcze-

z  pierwotnym  podejrzewanym
ogniskiem

g6lnie opartych na RT-PCR

i sekwencjonowaniu (1).

Podejrzenie drugiego i kolejnych
ognisk

Gospodarstwa w terenie o duzym
zageszczeniu drobiu lub z wieloma
powiazaniami epidemiologicznymi

Oparcie si¢ na metodach szybkiego wykry-
wania, pozwalajacych na jak najwczes-
niejsze uzyskanie dowodéw obecnosci
jakiegokolwiek wirusa grypy ptakow (1).

Podejrzenie  wielu  ognisk  lub
szybkie  rozprzestrzenianie  si¢
choroby pomimo wprowadzonego
nadzoru

Bez szybkiej interwencji grozi
niekontrolowane rozprzestrze-
nianie si¢ choroby

Oparcie si¢ na metodach szybkiego wykry-
wania, pozwalajgcych na jak najwczes-
niejsze uzyskanie dowodéw obecnosci
jakiegokolwiek wirusa grypy ptakéw badz
oparcie si¢ na objawach klinicznych ().

(") W tych przypadkach nalezy przeprowadzi¢ pelne pobieranie prébek i przechowywaé prébki w celu pézniejszej oceny.

ROZDZIAL XI

Rozpoznanie zakazenia wirusami grypy ptakéw u swiri i innych ssakéw

1. Grypa ptakéw u $win

Wirusy grypy ptakow latwo zakazaja $winie i cho¢ replikacja jest w wigkszosci wypadkéw stosunkowo ograniczona,
to istnieje mozliwo$¢ przenoszenia choroby przez $winie na dréb i inne podatne zwierzgta. Do tej pory nie ma
dowodéw terenowych przenoszenia przez $winie wiruséw grypy ptakéw podtypéw H5 i H7.

Doswiadczenie uzyskane przy okazji ognisk choroby w Niderlandach w 2003 r. wskazuje, ze $winie zarazone
wirusem H7N7 nie wykazywaly objawéw klinicznych, ktére mozna by przypisa¢ zakazeniu H7N7. Ponadto do tej
pory nie byly notowane przypadki wystgpowania choroby u §win przy okazji ognisk H5N1 w Azji i w innych obsza-

rach.
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Dlatego tez ustalenie, czy $winie sa zarazone, nie moze opiera¢ si¢ na objawach klinicznych, chociaz oznaki kliniczne
wynikajgce z zakazenia $win innymi wirusami grypy pochodzacymi od ptakéw moga wystapi¢ po zaadaptowaniu si¢
wirusa do gospodarza. Diagnoza zakazefi wirusem grypy ptakoéw u $win jest zasadniczo podobna do diagnozy
u ptakéw i polega na wyizolowaniu wirusa, technikach molekularnych oraz wykryciu specyficznych przeciwcial przy
zastosowaniu testéw zahamowania hemaglutynacji. Sg jednak pewne rdznice; ponadto zaden test nie zostal w pelni
zatwierdzony w celu stwierdzania zakazenia wirusami grypy ptakow u Swin.

. Prébki do wyizolowania wirusa

Zakazenia wirusami grypy ptakéw u $win maja zwykle zasieg ograniczony do ukladu oddechowego. Nalezy pobraé
probki tkanek ukladu oddechowego oraz, w razie potrzeby, wymazy z jamy ustno-gardtowej lub z nosa, najlepiej od
$win wykazujacych objawy choroby. Prébki i wymazy moga by¢ poddawane obrébee w celu wyizolowania wirusa
lub jego wykrycia molekularnego z wykorzystaniem tych samych technik, jakie opisano wyzej w przypadku probek
pochodzacych od ptakéw. Jednak w przypadku zastosowania technik PCR nalezy zapewni¢ odpowiednie $rodki
kontroli zapewniajace, ze substancje obecne w prébkach pochodzacych od $win nie bedg hamowaé amplifikagji.

. Inokulacja i inkubacja jaj

W celu wyizolowania wiruséw grypy ssakéw u 9-11-dniowych zarodkéw kurzych stosuje sie zwykle inokulacje
kazdego jaja przez jamg¢ omoczniowg do jamy owodniowej. Jednak podczas badania $win majacych kontakt
z wirusami grypy ptakoéw w sytuacji, gdy wirus mial malo czasu na adaptacje, prawdopodobnie wystarczajgca jest
inokulacja do jamy omoczniowej.

Podobnie jako temperature inkubacji w celu izolacji wirusow grypy ssakéw typu A zaleca si¢ zwykle 35 °C, jednak
w przypadku wiruséw stabo zaadaptowanych do organizmu $wini temperatura 37 °C nie przeszkodzi
w wyizolowaniu wirusa.

. Badanie na obecno$¢ specyficznych przeciwcial w testach HI

Wyizolowanie wirusa lub wykrywanie molekularne s3 prawdopodobnie najbardziej czulymi Srodkami wykrywania
zakazenia wirusem grypy ptakéw u $winl. Jednak w niektorych przypadkach wykrywano u $win reakcje serologiczna
w braku wyizolowania lub wykrycia wirusa. Testy HI z wykorzystaniem surowic $winskich wymagaja pewnych
modyfikacji w stosunku do testéw wykorzystujacych surowice ptasie, o ktérych mowa w rozdziale VIIL

Surowice $win maja znang whasciwo$¢ niespecyficznego hamowania w testach HI, dlatego tez, aby temu zapobiec,
kazda prébka surowicy musi by¢ potraktowana enzymem niszczacym receptory (RDE). Nalezy zastosowa naste-
pujaca metodg:

a) do 100 pl surowicy $wift dodaé 400 pl RDE (uprzednio ustalone robocze rozcieficzenie) i doktadnie wymieszad;

b) inkubowaé w temperaturze 37 °C przez jedng godzing;

¢) nastgpnie inkubowad przez 30 minut w temperaturze 56 °C;

d) schladzaé prébki w temperaturze 4 °C przez co najmniej 15 minut;

e) doda¢ 10 pl 30 % roztworu czerwonych krwinek kurczat (krwinki oplaszczone v[v) i mocno zamieszaé;

f) inkubowac przez noc w temperaturze 4 °C. Jesli konieczne jest wykorzystanie probek w tym samym dniu, alterna-
tywnym sposobem jest inkubowanie w temperaturze 37 °C przez jedng godzing i odwirowywanie 300 x g przez
pie¢ minut.

Surowica poddana takiej obrébce jest nastgpnie wykorzystywana w testach H1 zgodnie z opisem dotyczacym

surowic ptasich w pkt [...], przy wstepnym rozcieficzeniu w stosunku 1:10. Zestaw surowic uzyskanych od $win

o0 znanym statusie seronegatywnym pod wzgledem grypy ptakéw musi by¢ wykorzystany do oceny swoistosci testu

HI do szczepu wirusa, ktoéry ma zostaé uzyty (patrz: wykorzystanie szczepéw wirusa do serologii otrzymanej

z ogniska — rozdzial VIII). Podczas ogniska choroby w Niderlandach w 2003 r. wykryto do 2,6 % niespecyficznych
reagentéw w testach HI z wykorzystaniem surowic $win zebranych niezaleznie od ogniska.

. Pobieranie prébek od $win

Szczegblnie w gospodarstwach hodujacych réwnocze$nie $winie i dréb, w budynkach wspélnych lub oddzielnych,
istnieje ryzyko zakazenia $win grypa ptakéw bezposrednio lub posrednio poprzez kontakt z drobiem lub produktami
z drobiu. W celu wykluczenia takiego zakazenia nalezy zebra¢ wymazy z jamy ustno-gardiowej lub z nosa oraz
probki krwi zgodnie z procedurami opisanymi w pkt 8.21 rozdzialu IV. Prébki musza by¢ uzyskane od $win wyka-
zujacych objawy Kliniczne choroby. Jednak jesli zwierzeta nie wykazuja objawdw Klinicznych, prébki moga by¢
zebrane od $win wybranych losowo ze wszystkich czesci budynku. Wymazy musza by¢ przebadane szybkimi testami
molekularnymi oraz/lub testami w celu wyizolowania wirusa, o ile takie testy sa dostgpne w laboratorium. Testy RT-
PCR muszg by¢ odpowiednio zatwierdzone, a ich czuto$¢ musi by¢ co najmniej rowna czulosci testow izolacji wirusa

grypy A w jajach.
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Dwa do czterech tygodni po zabiciu drobiu zakazonego grypa ptakéw nalezy od $win pobraé co najmniej 60 probek
krwi w taki sposob, aby od kazdej grupy $win bedacych ze sobg w bezposrednim kontakcie pobra¢ co najmniej po
kilka prébek. Probki nalezy przebadal testem HI z uzyciem wirusa uzyskanego z ogniska choroby u drobiu. Prébki
zaréwno z fazy ostrej, jak i z fazy zdrowienia musza by¢ przebadane tym samym testem. Uzyskane z prébek wyniki
pozytywne moga by¢ potwierdzone z wykorzystaniem metod neutralizacji wirusa iflub Western blot.

W przypadku pozytywnego wyniku badan ktdrejkolwiek prébki nalezy przeprowadzi¢ dochodzenie epidemiolo-
giczne na wszystkich gospodarstwach hodujgcych §winie w obszarze zapowietrzonym, niezaleznie od tego, czy s3 to
gospodarstwa typu mieszanego.

. Wirusy grypy ptakéw u ssakéw innych niz $winie

Nalezy podja¢ dochodzenia dotyczace ssakéw innych niz $winie, podatnych na grype ptakéw, w tym u kotow.
W odniesieniu konkretnie do HPAI H5N1 nalezy przeprowadzi¢ nastepujace dzialania w celu badania kotéw:

Powazne zmiany patologiczne zwiazane z replikacja wirusa koncentruja si¢ na ptucach i watrobie, dlatego prébki do
badani wirusologicznych powinny by¢ pobrane z tych organéw padlych zwierzat. Od zywych zwierzat nalezy
pobiera¢ wymazy z tchawicy lub jamy ustno-gardtowej w celu wykrycia wirusa. Dodatkowo mozna oddzielnie
pobraé wymazy kalowe.

Probki krwi, ktore majg by¢ przebadanie w teScie HI, wymagaja obrdbki cieplnej w temperaturze 56 °C przez 30
minut; obrébke RDE mozna pominac.
ROZDZIAL XII

Minimalne wymagania bezpieczeristwa dotyczgce transportu prébek

. Transport prébek, o ktérych wiadomo lub podejrzewa sig, ze znajduja si¢ w nich czynniki chorobotwércze, podlega

rygorystycznym uregulowaniom krajowym i narodowym, ktére muszg zawsze by¢ przestrzegane. Izolaty wirusa nie
sa klasyfikowane jako probki diagnostyczne, ale nalezy je opakowywaé zgodnie z normami migedzynarodowymi.

Instrukcje zawarte w niniejszym rozdziale dotycza transportu lotniczego, ale podobny sposéb opakowywania
obowigzuje w przypadku tranportu prébek droga ladowa lub morska.

. Opakowywanie materialu diagnostycznego do transportu

Materialowi diagnostycznemu transportowanemu na mocy przepisow IATA przypisuje si¢, w zaleznosci od przy-
padku, numer identyfikacyjny UN 2814, 2900 lub 3373.

Za wysylke, do momentu dotarcia przesytki do odbiorcy, odpowiada nadawca, a nie przedsigbiorstwo transportowe.

. Opakowanie bezpos$rednie

a) Pojemniki bezposrednio zawierajgce substancje muszg by¢ wodoszczelne, np. zakretki musza by¢ oklejone folig
Parafilm lub tadmg samoprzylepng albo zabezpieczone w inny sposéb.

b) Pojemniki bezposrednie w wigkszej ilosci musza by¢ osobno owinigte, aby zapobiec sttuczeniu.

¢) Przy okreslaniu objetosci wysylanego materiatu diagnostycznego nalezy wzial pod uwage plyn do transportu
Wirusow.

d) Pojemniki bezposrednie moga zawiera¢ maksymalnie 500 ml lub 500 g substancji.

Cala zawarto$¢ pojemnika bezposredniego jest materialem diagnostycznym.

. Opakowanie posrednie

a) Pojemnik posredni musi zawiera¢ odpowiednia ilo$¢ materialu absorbujacego, pozwalajaca na wchlonigcie calej
zawartosci pojemnika bezposredniego w razie jego uszkodzenia lub wycieku.

b) Opakowanie posrednie musi spelnia¢ wymogi IATA dotyczace opakowan materiatlu diagnostycznego, w tym
procedure testu upadku z wysokosci 1,2 m (3,9 stopy). Poniewaz wymogi dotyczace pakowania substancji zakaz-
nych przewidziane w Instrukcji pakowania IATA 602 sa bardziej rygorystyczne niz wymogi dotyczace pakowania
materiatu diagnostycznego, moga one by¢ stosowane.
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¢) Opakowania substancji zakaznej musza by¢ opatrzone odpowiednimi oznaczeniami (,UN” otoczone kétkiem),
np.:

,UN 4G|CLASS 6.2/99/GB/2450"

d) Opakowanie posrednie musi by¢ wodoszczelne. Nalezy przestrzega¢ instrukcji pakowania pochodzacej od produ-
centa opakowania lub innego uprawnionego podmiotu, dolaczonej do opakowania posredniego.

e) Najmniejszy ogdlny wymiar zewnetrzny opakowania poSredniego musi wynosi¢ co najmniej 100 mm (cztery cale).

f) Opakowanie posrednie musi by¢ wystarczajagco duze na potrzeby dokumentéw przewozowych, np. lotniczego
listu przewozowego.

. Opakowanie zewnetrzne

a) Opakowanie zewngtrzne moze zawieraé maksymalnie 4 | lub 4 kg substangji.

b) Jesli jest to wymagane, opakowanie posrednie musi by¢ umieszczone w suchym lub mokrym lodzie. W wypadku
uzycia suchego lodu opakowanie musi umozliwia¢ uwalnianie dwutlenku wegla i uniemozliwia¢ wzrost ci$nienia,
ktére mogloby spowodowaé peknigcie opakowania. W wypadku uzycia mokrego lodu opakowanie musi byé
szczelne.

Kazde opakowanie oraz lotniczy list przewozowy musi by¢ oznaczone dokladnie w nastgpujacy sposéb:
»UN 3373 DIAGNOSTIC SPECIMEN

PACKED IN COMPLIANCE WITH
IATA PACKING INSTRUCTION 650”

Pomiedzy opakowaniem po$rednim a opakowaniem zewnetrznym nalezy umiesci¢ szczegélowy wykaz zawar-
tosci.

o

&

Opakowanie zewngtrzne nalezy umiesci¢ w zaklejonej torbie z tworzywa sztucznego w celu ochrony przed
wilgocia.

&

Deklaracja wysytki materialéw niebezpiecznych (Shipper’s Declaration for Dangerous Goods) nie jest wymagana.

ROZDZIAL XIII

Wysylka wiruséw i prébek do wspdlnotowego laboratorium referencyjnego

. Probki wysylane do wspdlnotowego laboratorium referencyjnego musza by¢ wysylane w sposéb zgodny

z zaleceniami dotyczgcymi transportu niebezpiecznych czynnikéw chorobotwoérczych wewnatrz Wspdlnoty oraz
uregulowan i ustawodawstwa obowigzujacego w Zjednoczonym Krélestwie.

Nalezy przestrzegaé instrukcji zawartych w niniejszym rozdziale.

. Wysyltka wiruséw lub innych materialéw do wspélnotowego laboratorium referencyjnego

a) Wszystkie materialy musza by¢ opakowane zgodnie z instrukcjami zawartymi w niniejszym rozdziale.
b) Opakowanie zewngtrzne musi by¢ oznaczone w nastgpujacy sposob:

LANIMAL PATHOGEN - PACKAGE ONLY TO BE OPENED AT THE AVIAN VIROLOGY SECTION, VLA,
WEYBRIDGE. IMPORTATION AUTHORISED BY LICENCE NUMBER....*.....ISSUED UNDER THE IMPORTA-
TION OF ANIMAL PATHOGENS ORDER.”

¢) W powyzszym oznaczeniu nalezy wpisa¢ jeden z nastgpujacych numerdw zezwolenia:
i) w przypadku wirusow grypy ptakéw:  ,AHZ[2232/2002/5*";

ii) w przypadku tkanek i innych mate- ,AHZ[2074C[2004/3*".
rialéw:

Poniewaz wymienione numery zezwolen ulegaja zmianom, laboratoria wysylajace probki musza przed dokona-
niem wysytki zapewni¢ stosowanie aktualnych numeréw zezwolen.
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d) Przesylka musi by¢ zaadresowana do:

Avian Virology

VLA Weybridge,

New Haw, Addlestone,
Surrey KT15 3NB
Zjednoczone Krélestwo

¢) Do przesylki musi by¢ dofaczony list opisujacy w mozliwie najpeniejszy sposéb historig izolatéw, w tym gatunek
i wiek zwierzat, obszar lub kraj, w ktérym dokonano izolacji, histori¢ kliniczna.

f) Przesylki musza by¢ wystane poczta lotniczg lub frachtem lotniczym.
W przypadku wysylki frachtem lotniczym nalezy przed przybyciem materialéw do wspélnotowego laboratorium
referencyjnego przestaé temu laboratorium faksem, telefonicznie lub pocztg elektroniczna numer lotniczego listu
przewozowego (airway bill).

Przesytki wysylane frachtem lotniczym musza by¢ wyraznie oznaczone:

»CARE OF TRANSGLOBAL”, dla zapewnienia szybkiego poddania ich odpowiedniej procedurze w porcie lotni-
czym.

Dane kontaktowe wspdlnotowego laboratorium referencyjnego:

lan H. Brown, Dyrektor Laboratorium Referencyjnego
Tel. bezposredni: (44-1932) 35 73 39;

Faks bezposredni: (44-1932) 35 72 39;

E-mail: i.h.brown@vla.defra.gsi.gov.uk

Ruth Manvell, Kierownik Laboratorium Referencyjnego

Tel. bezposredni: (44-1932) 35 77 36 lub (44-1932) 35 77 08;
Faks bezposredni: (44-1932) 35 78 56;

E-mail: r.manvell@vla.defra.gsi.gov.uk

ROZDZIAL XIV

Minimalne wymagania bezpieczeristwa dla laboratoriéw diagnostycznych grypy ptakéw

1. Wymogi bezpieczenistwa w laboratoriach diagnostycznych prowadzacych prace z wirusami grypy ptakéw musza

obejmowaé zaréwno zapobieganie rozprzestrzenianiu si¢ wirusa, stanowigcego zagrozenie zdrowia zwierzat, jak
i ochrong os6b pracujacych w laboratorium (oraz znajdujacych sie poza nim) przed ryzykiem chordéb odzwierzecych.

We Wspdlnocie minimalne wymogi bezpieczenistwa dotyczace laboratoriéw sa okreSlone w kilku dyrektywach.
Ponadto aspekty operacyjne sa opisane i okreslone w podstawowych normach europejskich (EN). Dziatalnosci labora-
toriéw w dziedzinie diagnostyki dotycza dodatkowe uregulowania (EN), np. zasady dobrej praktyki laboratoryjnej.

. Dyrektywy Wspdlnoty dotyczace laboratoriow

Dyrektywa Rady 89/391/EWG z dnia 12 czerwca 1989 r. w sprawie wprowadzenia $rodkéw w celu poprawy
bezpieczenstwa i zdrowia pracownikéw w miejscu pracy (Dz.U. L 183 z 29.6.1989, str. 1).

Dyrektywa Rady 90/679[EWG z dnia 26 listopada 1990 r. w sprawie ochrony pracownikéw przed ryzykiem
zwigzanym z narazeniem na dzialanie czynnikow biologicznych w miejscu pracy (siddma dyrektywa szczegdtowa
w rozumieniu art. 16 ust. 1 dyrektywy 89/391/EWG) (Dz.U. L 374 z 31.12.1990, str. 1).

W przypadku diagnozowania metodg faficuchowej reakcji polimerazy (PCR) oraz klonowania produktéw PCR do
plazmidu bakteryjnego w celu namnazania, na przyklad w celu sekwencjonowania DNA, poza dyrektywami wymie-
nionymi powyzej stosuje si¢ nastepujacg dyrektywe i normy europejskie (EN):

Dyrektywa Rady 90/219/EWG z dnia 23 kwietnia 1990 r. w sprawie ograniczonego uzywania mikroorganizméw
zmodyfikowanych genetycznie (Dz.U. L 117 z 8.5.1990, str. 1).

. Oprécz dyrektyw Wspdlnoty nalezy stosowac nastgpujace normy europejskie (EN):

EN 12128 Biotechnologia. Laboratoria badawcze, rozwoju i analizy. Stopnie hermetycznosci laboratoriéw mikrobio-
logicznych, strefy ryzyka i wymagania wzgledem lokalizacji i bezpieczenistwa fizycznego.



L 237)26

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

31.8.2006

EN 12738 Biotechnologia. Laboratoria badawcze, rozwojowe i analityczne. Wytyczne dotyczace hermetycznosci

pomieszczen dla zwierzgt doswiadczalnych zaszczepionych mikroorganizmami.

EN 12740 Biotechnologia. Laboratoria badawcze, rozwojowe i analityczne. Wytyczne do postgpowania z odpadami,

ich inaktywacji i kontroli.

EN 12741 Biotechnologia. Laboratoria badawcze, rozwojowe i analityczne. Wytyczne dotyczgce funkcjonowania

laboratorium biotechnologicznego.

Do prowadzenia laboratorium lub zarzadzania nim stosujg si¢ nastgpujace warunki:

. Wymagania dotyczace laboratoriéw (stopnie hermetycznosci od 1 do 4)

Zgodnie z dyrektywa 2000/54/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 18 wrze$nia 2000 r. w sprawie ochrony
pracownikow przed ryzykiem zwigzanym z narazeniem na dzialanie czynnikéw biologicznych w miejscu pracy
(siodma dyrektywa szczegétowa w rozumieniu art. 16 ust. 1 dyrektywy 89/391/EWG) (Dz.U. L 262 z 17.10.2000,

str. 21), dyrektywa 90/219/EWG oraz normami europejskimi: EN 12128; EN 12740; EN 12741.

Srodki hermetycznosci

Stopient hermetycznosci

1 2 3 4
Pomieszczenie laboratoryjne: izolacja nie tak tak tak
Laboratoria rozdzielone drzwiami nie tak tak tak
Konieczne okno do obserwacji lub | fakultatywne fakultatywne fakultatywne tak
podobne rozwiazanie, tak aby znaj-
dujacy sie wewnatrz mogli by¢
widoczni
Konieczne urzadzenia do mycia rgk tak tak tak tak
dla personelu
Konieczne urzgdzenia do odkazania | fakultatywne tak tak tak
(rak)
Ograniczony dostep nie tak tak tak
Szczegblne Srodki w celu kontroli nie tak tak tak
rozprzestrzeniania si¢ aerozoli —-minimalizacja | -zapobieganie —zapobieganie
Znak o zagrozeniu biologicznym na nie tak tak tak
drzwiach
Prysznic nie nie fakultatywny tak
Przeplukiwanie oczu tak tak tak tak
Laboratorium: dostosowane do fumi- nie nie tak tak
gacji
Powierzchnie odporne na wode, tak (stoh) tak (stoh) tak (stot, tak (stot,
kwasy,  zasady, rozpuszczalniki, podloga) podloga)
srodki dezynfekujace, $rodki
odkazajace oraz latwe do czyszczenia
Wejscie do laboratorium przez §luzg nie nie fakultatywne tak
powietrzng
Podci$nienie w stosunku do cis$nienia nie nie fakultatywne tak
bezposredniego otoczenia
Powietrze pobierane i odprowadzane nie nie tak (powietrze tak
z laboratorium powinno by¢ filtro- odprowadzanie)
wane metodg HEPA
Autoklaw na miejscu w budynku w sasiednim w laboratorium,

pomieszczeniu

obustronny
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Stopien hermetycznosci

Srodki hermetycznosci
1 2 3 4

Odziez ochronna Odpowiednia Odpowiednia Odpowidnia Calkowita
odziez ochronna | odziez ochronna | odziez ochronna | zmiana odziezy
i (fakultatywnie)

obuwie
Rekawiczki nie fakultatywne tak tak
Skuteczna kontrola wektora (np. dla | fakultatywne tak tak tak
gryzoni i owadow)
Bezpieczne sposoby przechowywania tak tak tak tak
czynnika biologicznego
Laboratorium ma zawiera¢ swoje nie nie zalecane tak

wlasne wyposazenie

Dodatkowe normy europejskie poruszaja kwesti¢ zarzadzania laboratoriami i ich organizacji.

Istnieja réwniez inne uregulowania i zalecenia krajowe i migdzynarodowe, ktére musza by¢ przestrzegane. WHO
opublikowala 3. edycje Podrecznika bezpieczenstwa biologicznego w laboratoriach na swoich stronach interneto-

wych:
http:/[www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/

5. Srodki zapobiegajace rozprzestrzenianiu si¢ wirusow w odniesieniu do zdrowia zwierzat

Organy weterynaryjne w pafistwach cztonkowskich musza wdrozy¢ przepisy dotyczace zapobiegania rozprzestrze-
nianiu si¢ wiruséw grypy ptakéw, szczegdlnie HPAL ale réwniez wszystkich wiruséw grypy ptakéow podtypéw H5
i H7. Pewne wytyczne zostaly przedstawione przez Swiatows Organizacje Zdrowia Zwierzat (OIE) w rozdziale 1.4.5
Kodeksu zdrowia zwierzat ladowych; HPAI zostal uznany za czynnik chorobotwérczy nalezacy do grupy 4 stopnia
hermetycznosci OIE.

Przepisy dotyczace obchodzenia si¢ z wirusami grypy ptakoéw zostana wprowadzone przez organy weterynaryjne
panstwa czlonkowskiego.

Minimalne wymogi bezpieczenistwa stosowane przez wspdlnotowe laboratorium referencyjne, ktorymi sa krajowe
zasady obowigzujace w Zjednoczonym Krélestwie, sa przedstawione na stronie internetowe;:

http:/[www.defra.gov.uk/corporate/vla/science/science-viral-ai-reflab.htm

6. Srodki zapobiegajace rozprzestrzenianiu si¢ wiruséw w odniesieniu do zdrowia ludzi

W laboratoriach prowadzacych prace nad wirusami grypy ptakéw konieczna jest stata $wiadomos¢, ze wirusy te
moga, przynajmniej potencjalnie, wywolywa¢ choroby u ludzi. Prace laboratorium nalezy prowadzi¢ w taki sposob,
aby unikna¢ zakazenia os6b pracujacych w laboratorium oraz wydostania si¢ wirusa na zewnatrz.

Wytyczne dotyczace obchodzenia si¢ z materiatem, co do ktérego istnieja podejrzenia, ze zawiera wirus grypy
ptakéw typu A, znajduja si¢ na stronie Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO):

http:/[www.who.int/csr/disease/avian_influenza/guidelines/handlingspecimens/en/




