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Afrikanische Schweinepest

Amtliche Methode

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Der Erreger der Afrikanischen Schweinepest (ASP) ist ein groBes, komplexes DNA Virus aus dem Genus As-
fivirus der Familie Asfarviridae (ASFAR = African Swine Fever And Related Viruses). Das ASP-Virus (ASPV)
kann von Lederzecken des Genus Ornithodoros iibertragen werden und ist damit das bisher einzige DNA
Virus, das als Arbovirus (arthropod borne virus) klassifiziert werden kann. Der Vektoriibertragung kommt in
Deutschland und Zentraleuropa nach bisherigem Kenntnisstand keine Bedeutung zu.

1.2 Klinische Symptomatik

Die ASP ist eine Infektionskrankheit der Haus- und Wildschweine, die mit einem sehr variablen klinischen
Bild und unterschiedlicher Kontagiositat einhergehen kann. Abhangig von der Virulenz des Virus und diversen
Wirtsfaktoren werden perakute bis chronische Verlaufe beobachtet. Die Kontagiositat ist insbesondere dann
hoch, wenn es zu Blutkontakt kommt. Ohne Blutkontakt kann es selbst in Kleingruppen zu schleppenden
oder abreiBenden Infektionsketten kommen. Klinisch ist die ASP nicht von der Klassischen Schweinepest
(KSP) zu unterscheiden. Aus diesem Grunde ist eine labordiagnostische Abklarung zwingend erforderlich. Es
stehen sowohl direkte Verfahren zum Nachweis des Erregers als auch indirekte Verfahren zum Antikorper-
nachweis zur Verfiigung.

Seit die Afrikanische Schweinepest (ASP) im Jahr 2007 nach Georgien eingeschleppt wurde, hat sie einen
Siegeszug liber mehrere Kontinente angetreten. Im Bereich der EU sind derzeit alle baltischen Staaten,
Polen, Rumanien, Bulgarien, Ungarn, die Slowakei und Deutschland betroffen. Des Weiteren wird die Tier-
seuche aus Moldawien, Serbien und der Ukraine gemeldet. In Deutschland tritt die ASP seit Herbst 2020 in
der Schwarzwildpopulation in der Grenzregion zu Polen in Brandenburg und Sachsen auf. Ausbriiche der ASP
beim Schwarzwild in Tschechien und Belgien wurden erfolgreich getilgt-und-seit Kurzem-auch-Belgien-be-

Mit dem Eintrag nach China im August 2018 erreichte die Seuche dariiber hinaus den weltweit groBten
Schweineproduzenten und breitet sich dort nach wie vor rasant in der Hausschweinepopulation aus. Es wurde
berichtet, dass bis Ende 2019 Uiber 40 % der Schweine Chinas durch die ASP oder die resultierenden Bekamp-
fungsmaBnahmen getotet worden seien. Von China ausgehend hat sich die Seuche zudem in diversen asiati-
schen Landern ausgebreitet. Zu ihnen gehoren Laos, Vietnam, die Philippinen, Indonesien, Osttimor, Indien,
Malaysia, Korea und die Mongolei.

Auch in Afrika ist eine deutliche Ausbreitungstendenz zu beobachteten. Dariiber hinaus gibt es seit 1978 ein
unabhangiges endemisches Geschehen auf Sardinien. Die Verfiitterung von Speiseabfallen und unzureichend
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desinfizierte Schweinetransporter, die aus betroffenen Gebieten zurtickkehren, sind Risikofaktoren fur die
Einschleppung. Generell sind jedoch auch lebende Schweine (inklusive Wildschweine), Sperma sowie tieri-
sche Erzeugnisse und Rohstoffe als Einschleppungswege denkbar. Direkte und indirekte Kontakte konnen in
die Ubertragung eingebunden sein. Auch Jagdreisen in betroffene Gebiete kdnnen ein Risiko darstellen,
wenn unzureichend gereinigte Utensilien oder unbehandelte Trophaen mitgebracht werden.

Nach einer Inkubationszeit von zwei bis sieben Tagen (die im EU-Recht angenommene maximale Inkubati-
onszeit betragt 45 Tage) entwickeln die betroffenen Tiere hohes Fieber und schwere, unspezifische Allge-
meinsymptome (Futterverweigerung, Mattigkeit, Bindehautentziindungen, Bewegungsstorungen, Diarrhoe,
stark erhohte Atemfrequenz). Trachtige Sauen konnen verferkeln. Bei akuten Verlaufen kann es zur Auspra-
gung hamorrhagischer (Petechien in Haut und Schleimhaut, Nasenbluten, blutige Diarrhoe) und neurologi-
scher Symptome kommen. Die aktuell in Europa kursierenden Viren sind mit wenigen Ausnahmen hoch viru-
lent und verursachen ein schweres, nahezu altersunabhangiges, unspezifisches Krankheitsbild, das nach sie-
ben bis zehn Tagen mit dem Tod des Tieres endet (Letalitat nahezu 100 %). Die klinischen Anzeichen
unterscheiden sich grundsatzlich nicht bei Haus- und Wildschweinen. Unter Feldbedingungen werden er-
krankte Wildschweine aber haufig durch Verlust der Scheu, desorientiertes Herumwandern und Bewegungs-
storungen auffallig.

Die Virusausscheidung beginnt bei den betroffenen Schweinen in der Regel am 2. bis 4. Tag nach der Infek-
tion und dauert Uber langere Zeit (unter experimentellen Bedingungen am FLI stammabhangig bis zu 90
Tage, in der Literatur sind 12 Monate genannt) bzw. bis zum Tod des Tieres an. Nach akut-letalen Verlaufen
sind eher selten Antikorper nachweisbar; bei subakuten, chronischen oder transienten Verlaufen sind ca.
sieben bis zehn Tage nach der Infektion Antikorper nachweisbar. Fir sich alleine genommen, haben die
Antikorper keine Vorhersagekraft fir den Ausgang der Erkrankung und sind kein Hinweis auf einen Carrier-
status.

Gegen die ASP gibt es bislang keinen in Europa zugelassenen Impfstoff oder therapeutische MaBnahmen.

1.3 Differentialdiagnose

Die Afrikanische Schweinepest geht mit schweren, aber unspezifischen Allgemeinsymptomen einher, die sich
klinisch nicht von anderen systemischen Erkrankungen unterscheiden lassen, die bei Schweinen haufig vor-
kommen. Aus diesem Grund ist eine labordiagnostische Abklarung (Ausschlussdiagnostik) zwingend notwen-
dig, wenn die Erkrankung nicht zweifelsfrei einer anderen Genese zugeordnet werden kann. Diese Untersu-
chungen konnen in den Untersuchungseinrichtungen der Bundeslander durchgefiihrt werden.

Zu den wichtigsten Differentialdiagnosen gehoren, neben der KSP, bakterielle Septikamien, Circovirusinfek-
tionen, schwere Verlaufsformen des porzinen reproduktiven und respiratorischen Syndroms (PRRS) und die
Aujeszkysche Krankheit. Aufgrund des variablen klinischen Bildes kommen jedoch auch viele andere Erkran-
kungen viraler, bakterieller und nicht-infektioser Genese in Frage.
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Afrikanische Schweinepest

1.4 Diagnostische Indikation

Gemal Schweinepest-Verordnung in der jeweils gliltigen Fassung.

1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung

Zustandige Untersuchungseinrichtungen sind das Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), Sudufer 10, 17493 Greifs-
wald-Insel Riems sowie die von den jeweils zustandigen Landesbehorden dazu bestimmten Untersuchungs-
einrichtungen der Lander.

Vor-dem-Hintergrund-des-gestiegenen-Einschleppungsrisikoskonnen-d Diagnostische Proben aus dem Inland
konnen in den Untersuchungseinrichtungen der Lander mit Methoden untersucht werden, bei denen es nicht
zu einer Vermehrung von infektiosem ASPV kommt. Fiir die entsprechenden Untersuchungsmethoden, d. h.
Antikorper-ELISAs und real-time PCRs werden in regelmaBigen Abstanden vom NRL Ringversuche angeboten,
die eine Qualitatsuberpriifung der eingesetzten Diagnostika erlauben. Es stehen zugelassene Systeme zur
Verfiigung. Positive oder fragliche Befunde sind am FLI zu bestatigen bzw. abzuklaren. Auf Anfrage konnen
standardisierte Probenpanels fir die Etablierung der Untersuchungsmethoden zur Verfugung gestellt wer-
den.

1.6 Rechtsgrundlagen

= Verordnung zum Schutz gegen die Schweinepest und die Afrikanische Schweinepest in der jeweils
guiltigen Fassung

= Verordnung Uber anzeigepflichtige Tierseuchen in der jeweils giiltigen Fassung

=  Ab 21.04.2021:

= Verordnung 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates zu Tierseuchen und zur Anderung und
Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit (,,Tiergesundheitsrecht”) Richtlinie

»  Durchfiihrungsverordnung zu besonderen KontrollmaBnahmen ASP (SANTE/7260/2020)
»  Durchfiihrungsbeschluss 2014/709 der Kommission mit tierseuchenrechtlichen MaBnahmen zur Bekamp-

fung der Afrikanischen Schweinepest in bestimmten Mitgliedstaaten und zur Aufhebung des Durchfiih-
rungsbeschlusses 2014/178/EU
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2. Untersuchungsmaterial

Fir die Probenahme ist sind grundsatzlich die Entscheidung 2003/422/EG{Diagnesehandbuch) Empfehlungen

des EU Referenzlabors maBgeblich. Die folgenden Ausflihrungen dienen daher nur der Erlauterung bzw. Kon-
kretisierung des Vorgehens in Deutschland.

Aufgrund-derepidemiologischen-Situation-ist bei Bei einem Verdacht auf Schweinepest sollte grundsatzlich
immer auf KSP und ASP z4 untersuchent werden. Ausnahmen stellen klare epidemiologische Zusammenhange
mit einer der Tierseuchen dar. Es ist zu empfehlen, geeignetes Probenmaterial gekihlt fiir eine Weiterlei-
tung ans NRL zuriickzuhalten.

Die Probenverpackung muss den ADR-Vorschriften entsprechen, auf jeden Fall aber fliussigkeitsdicht sein
und auBerlich gut desinfiziert werden (mit kommerziell erhaltlichen Desinfektionsmitteln mit Wirksamkeit
gegen behiillte Viren, z. B. auf Ameisensaurebasis). Sie darf auBerhalb des zustandigen Labors nicht mehr
geoffnet werden. Frische Proben sind gekiihlt, aber nicht gefroren zu versenden (Hinweis: Falls nur gefroren
aufbewahrte Proben zur Verfiigung stehen, sind diese im Ausnahmefall einzusenden, da viele Nachweisver-
fahren mit gewissen Einschrankungen auch bei gefrorenen Proben anwendbar waren.).

Proben zur Bestatigung sind nach Moglichkeit per Kurier (dieser sollte die Sendungsverfolgung erlauben) zum
Friedrich-Loeffler-Institut, Sudufer 10, 17493 Greifswald-Insel Riems zu schicken und dort telefonisch anzu-
kiindigen (0383517-0). Sie sind als biologische Substanzen der Kategorie B (UN3373) zu deklarieren.
Vereinfachte Verfahren konnen ggf. fir Proben (insbesondere trockene Bluttupfer) von Wildschweinen aus
freien Gebieten zur Anwendung kommen.

Details zum Versand sind in dem entsprechenden Kapitel der Amtlichen Methodensammlung niedergelegt
(Probenversand, Diagnostische Proben).

Bei der Wahl der Probenmatrizes fir die Schweinepestdiagnostik sind a) unterschiedliche Szenarien und b)
optimale vs. minimale Probensets zu unterscheiden.

Im konkreten Verdachts- und Ausbruchsfall ,,ASP“

Da das Virus der Afrikanischen Schweinepest insbesondere Erythrozyten-assoziiert im Blut vorliegt, ist der
sensitivste Genomnachweis aus einer EDTA-Blutprobe zu fihren. Dabei ist zu beachten, dass insbesondere
hohe Einsatzvolumina und frische Proben in saulenbasierten Extraktionssystemen zu einer erhohten Inhibi-
tionsrate fuhren konnen. Dies geht so weit, dass stark positive Proben ein negatives Ergebnis erbringen (bei
gleichzeitigem Ausfall der internen Kontrolle). Bislang gibt es keine Hinweise auf derartige Probleme in
magnetpartikelbasierten Systemen. Eine Verdiinnung der Proben kann in vielen Fallen das Problem beheben,
ohne die Sensitivitat maBgeblich zu beeintrachtigen. Serum ist insbesondere in der friihen und spaten Phase
der Infektion deutlich geringer in der Last viralen Genoms und ist daher nicht die Probenmatrix der Wahl
und grundsatzlich nur fur die PCR-Diagnostik klinisch auffalliger Tiere (siehe unten) geeignet. Serum ist
allerdings die beste Probenmatrix fur die Serologie. Plasma, das aus EDTA-Blutproben gewonnen wird, kann
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auch fur den Antikopernachweis eingesetzt werden, wenn z. B. keine Serumprobe zur Verfiigung steht.
Einige ELISA Kits sind allerdings nur fiir Serum zugelassen (z. B. Ingezim PPA, Ingenasa).

Generell ist virales Genom in diversen Probenmatrizes unterschiedlichster Qualitat robust nachweisbar. Soll
Virus fur weitere Untersuchungen isoliert und vermehrt werden, gelingt dies am besten aus einer moglichst
frischen Milzprobe, so dass die Kombination aus EDTA-Blut und Milz gut, eine zusatzliche Serumprobe opti-
mal ist.

Jungste Validierungsstudien haben gezeigt, dass auch trockene Bluttupfer (bestenfalls forensische Tupfer
oder Tupfer in inaktivierenden Transportmedien, z. B. Genotubes oder PrimeSwabs) sowohl fiir den Genom-
nachweis als auch die Serologie nutzbar sind. Diese Tupfer sind jedoch mit einem hoheren Aufwand im Labor
verbunden, so dass man sie besonders dort einsetzen sollte, wo die Entnahme anderer Matrizes schwierig
ist (insbesondere Fallwild). Eine Virusisolierung aus trockenen Tupfern gelingt nur selten, maximal Uber
einen Zeitraum von drei Tagen. Im Falle der Tupfernahme in gefahrdeten Gebieten sind die Einzelheiten
mit den zustandigen Einrichtungen abzustimmen. Grundziige der Tupferbeprobung und -aufarbeitung sind
in folgendem Handlungshinweis zu finden: https://www.openagrar.de/receive/openagrar_mods_00004583.

Die folgende Tabelle fasst die Probenmatrizes fur unterschiedliche, ASP-spezifische Szenarien zusammen:

Hausschwein Wildschwein

Untersuchungen im Rahmen der | Bevorzugte Probenmatrizes: Bevorzugte Probenmatrizes:

passiven Surveillance inklusive
Verdachts- und Ausschlussdiag-
nostik sowie Untersuchungen in
Anwendung des Artikels 3 Ab-
satz 3 des Durchfiihrungsbe-
schlusses 2014/709/EU (Bepro-
bung von Falltieren und klinisch
aufféalligen Tieren)

Grundannahme: Kranke Tiere
mit hoher Viruslast, der Erreger-

nachweis steht im Vordergrund

EDTA-BIut (ggf. Herzblut), Milz, Tonsille,
Lymphknoten (auch periphere), Lunge

Weitere Probenmatrizes:
Bei Falltieren aus Restriktionszonen
inkl. Frihwarnsystem: in Absprache mit
der zustandigen Behoérde ggf. Bluttupfer
(Serum ist aufgrund der deutlich gerin-

geren Viruslast weniger gut geeignet)

Pooloption:
Grundsatzlich bis zu 5 Proben (Proben-

qualitat beachten)

EDTA-Blut, Bluttupfer, Milz, Lymphkno-

ten, Lunge

Weitere Probenmatrizes

Tonsille, Rohrenknochen oder Sternum
bei skelettierten Kadavern (diagnostische
Eignung ist eingeschrankt)

(Serum ist aufgrund der deutlich geringe-

ren Viruslast weniger gut geeignet)

Pooloption:
Grundsatzlich bis zu 5 Proben (Proben-

qualitat beachten)

Kein Poolen von Proben aus Knochen

Untersuchungen klinisch unauf-
falliger, lebender und gesund er-
legter Tiere in den Restriktions-

zonen

Probenmatrix:
EDTA-BIlut

Pooloption:
Bis zu 5 Proben

Probenmatrizes:

EDTA-BIut, Milz, Tonsille*
In den Restriktionszonen zusétzlich:
Bluttupfer in Absprache mit der zustandi-
gen Behdrde (waren grundsatzlich auch

fur die Serologie geeignet)
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Untersuchungen im Rahmen der (Serum ist aufgrund der deutlich geringe-

aktiven Surveillance . . .
ren Viruslast weniger gut geeignet)

Grundannahme: Gesunde Tiere Pooloption:

mit geringer bis sehr geringer Vi- Grundsatzlich bis zu 5 Proben (Proben-

ruslast qualitat beachten)
Kein Poolen von Serum- oder Tupferpro-
ben (sind bei gesunden Tieren schon am

Detektionslimit)

Untersuchungen im Rahmen der | Zusatzlich: Serum fir optimalen Antik6é- | Zuséatzlich: Serum fiir optimalen Antikdr-

Seuchenbekadmpfung und ggf. in | pernachweis in allen zugelassenen | pernachweis in allen zugelassenen Test-

Pufferzonen Testsystemen systemen

* Serum klinisch unauffalliger Tiere sollte nur untersucht werden, wenn keine anderen, besser geeigneten
Probenmatrizes vorhanden sind.

In ,Friedenszeiten“:

Wenn eine Monitoringprobe umfassend sowohl auf Klassische als auch auf Afrikanische Schweinepest unter-
sucht werden soll, sind bei der Auswahl der Probenmatrizes Kompromisse zu schliefen. Hier haben Validie-
rungsstudien gezeigt, dass Serum eine Probenmatrix ist, die sich grundsatzlich fiir alle Tests eignet, und gut
in automatisierten Systemen einsetzbar ist. Serum ist auch fur die zellkulturbasierten Bestatigungsmethoden
der KSP-Serologie optimal, die mit Plasma u. U. deutliche Probleme aufweisen. Fir die ASP-Diagnostik
nimmt man in Kauf, dass Serum eine geringfiigig verminderte PCR-Sensitivitat mit sich bringt (siehe oben).
Die zusatzliche Ubermittlung einer Milzprobe gleicht diesen Umstand aus, da sie fiir alle Methoden der Er-
regerdetektion (KSP und ASP) gut geeignet ist. KSP lasst sich zudem sehr gut aus Tonsillen und Lymphknoten
isolieren.

Fir die Untersuchung von Fallwild im Rahmen der passiven Surveillance infreien-Gebieten{siehe KSP} eignen
sich alternativ in Blut bzw. bluthaltige Korperfliissigkeit getauchte Tupfer (s. o.).

Blutproben sind von einer groBeren Zahl von Tieren einzusenden. Das-Diaghesehandbuch-enthaltFestlegun-
hi | I u I Klinisc] eeslliaar K ktbestinde.

Organproben sind moglichst von ausgewahlten klinisch kranken bzw. pathologisch auffalligen Tieren einzu-

senden. Zu den Organproben ist ein Vorbericht uber das Tier (Klinik, Pathologie) zu ubermitteln.
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Lasionen, die in der pathologisch-anatomischen Untersuchung betroffener Tiere bzw. beim Aufbrechen von
Schwarzwild auffallen konnen:

Abbildung 1: Diffuse Blutungen im Mandibularlymph- Abbildung 2: Petechien in der Niere
knoten

Abbildung 3: Splenomegalie Abbildung 4: Ebenholzfarbene gastro-hepatische
Lymphknoten

Weitere Bilder zur Klinik und Pathologie der ASP bei Haus- und Wildschweinen sind auf der Homepage des
NRLs zu finden: https://www.fli.de/de/institute/institut-fuer-virusdiagnostik-ivd/referenzlabore/nrl-fuer-

asp/nrl-fuer-asp/. Diese konnen auch fiir Weiterbildungszwecke abgegeben werden.

Fur die Einsendung an das NRL ist nach Moglichkeit das Einsendeformular fir Probenmaterial zu verwenden.
Es befindet sich auf dem Formularserver (https://fms.fli.de/lip/action/invoke.do?id=ivd_EinsendebogenAf-

rikanischeSchweinepest) und gestattet die einfache Uberfiihrung ins LIMS.
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Im Anschreiben ist anzugeben:

»  Wer sendet ein? (Veterinaramt, Bearbeiter; inkl. dienstlicher und eventuell privater Telefon- und Fax-
Nummer)

»  Was wird eingesandt? (Art des Materials, von welchen Tieren, Anzahl etc.)

»  Aus welchem Bestand stammen die Proben?

=  Was wurde wann in dem Bestand festgestellt? (anamnestischer Kurzbericht)

Zusatzliche Angaben, soweit moglich:

=  Wie groB ist der Bestand? Tierarten?

»= Art des Bestandes (Zucht-, Mast-, Handlerbestand etc.)?

» Bestehen Kontakte zu ASP-verseuchten Gebieten?

= Bemerkungen und weitere Hinweise auf eine mogliche Erregereinschleppung.

3. Untersuchungsgang

Die Laboruntersuchungen sind grundsatzlich nach den Empfehlungen des EU Referenzlabors durchzufiihren.

die_Untersuchuno die Entscheidung 2003 /4 G (Diagnosehandbuch)-maBgeblich- Die folgenden
Ausfuhrungen dienen daher nur der Erlauterung bzw. Konkretisierung des Vorgehens in Deutschland.

Die Bestatigung eines Primarfalls hat am FLI zu erfolgen. Dies erfolgt durch den Nachweis von

=  ASPV-Genom in Organen, Blut oder Leukozytenkulturen

» infektiosem ASPV aus Organen oder Blut/Serum

= ggf. ASPV Antigen in Organen, Blut oder Leukozytenkulturen

= ASPV-spezifischen Antikorpern

3.1 Nukleinsaurenachweis in der real-time PCR

Der Nachweis von ASPV-Genom erfolgt Uiber zugelassene oder OIE-gelistete real-time PCR-Protokolle (King
et al., J Virol Methods. 2003 Jan;107(1):53-61). Diese dienen dem sensitiven Nachweis von ASPV-Genom in
Blut-, Serum-, Organ- und Tupferproben sowie Zellkulturuberstanden. Die hohe Sensitivitat der Testverfah-
ren erlaubt grundsatzlich das Zusammenfiihren (Poolen) mehrerer Proben, wobei die Probenqualitat, Prak-
tikabilitat, das Untersuchungsziel und die Epidemiologie beachtet werden sollten (s. 0.). Insbesondere im
Rahmen des Fallwildmonitorings ergeben sich haufig Situationen, die eine Einzeltestung sinnvoll erscheinen
lassen. Dazu gehoren geringer Probenanfall, schlechte Probenqualitat und Kenntnis Uber inhibitorische Ef-
fekte von Einzelproben. Proben von Hausschweinen, die als Stichprobe eines klinisch unauffalligen Bestan-
des oder einer Schweinepartie im Rahmen der Verbringungsuntersuchungen nach Schweinepestverordnung
genommen wurden, sollten aufgrund der geringen angenommenen Viruspravalenz und -last einzeln unter-
sucht werden.
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Jungst am EU-Referenzlabor und am NRL durchgefiihrte erweiterte Untersuchungen zur Poolbarkeit von
Schwarzwildproben und Proben mit geringerer Genomlast zeigten, dass Poolgroen von mehr als funf Proben
zu einem deutlichen Anstieg von falsch negativen Ergebnissen fuihren konnen. Die bisher empfohlenen
PoolgroBen fuhren zu einem deutlichen Sensitivitatsverlust (bis zu 30 % Reduktion), so dass eine Zusammen-
fuhrung von mehr als fuinf Proben nach jetzigem Stand nicht zu empfehlen ist. Bie-in-einigenkommerziellen

hisher vorgeschlasenen DaolardRen-von-b 420 Proben eignen h 3 hlieRlich optimales Pro

entsprechen-nicht-den-Empfehlungen-der Referenzlabere- Alle Systeme integrieren die Amplifizierung eines
internen Kontrollsystems (IC2 DNA) im duplex Assay. Die PCRs eignen sich auch fiir Materialien, die fur die
Virusisolierung bzw. den Antigennachweis nicht mehr geeignet sind (z. B. Fallwildproben).

Zeitaufwand fir die initiale Testung: ca. ein Tag; positive Ergebnisse sind in einer zweiten, unabhangigen
PCR zu uberprifen bzw. durch Sequenzierung des PCR-Produktes abzusichern.

Fur die Bestatigung werden am FLI die Protokolle nach Tignon et al. (J Virol Methods. 2011 Dec; 178
(1-2):161-70) und Zsak et al. (J Clin Microbiol. 2005 Jan; 43(1):112-9) verwendet.

Derzeit sind acht elf kommerzielle real-time PCR Systeme in Deutschland zugelassen {weitere-befinden-sich
in-derZulassung), die im Rahmen der Ausschlussdiagnostik und des Monitorings auch an den Untersuchungs-
einrichtungen der Lander Anwendung finden konnen:

= INgene q PPA (Ingenasa)

= virotype ASFV und virotype ASFV 2.0 (Indical) {hrdikal,—ehemalsQiagen-Leipzig)

= ID Gene ASF Duplex (IDvet)

= RealPCR ASFV (IDEXX)

= SwineFever combi (gerbion) zum Nachweis von KSPV und ASPV

= ViroReal Kit ASF Virus (Ingenetix)

= Kylt ASF Real-Time PCR (Anicon)

=  VetMAX African Swine FeverVirus Detection Kit (Thermo Fisher Scientific)

= Adiavet ASFV Fast Time (BioX)

= virellaASFV seqc real time PCR Kit (gerbion)

Die aktuelle Liste der zugelassenen Mittel kann auf der Seite der Zulassungsstelle eingesehen werden:
https: //www.fli.de/fileadmin/FLI/Service/Zulassungsstelle/deutsch/02_d_Zul_Mittel.pdf

3.2 Virusisolierung in Makrophagen-/Leukozytenkulturen

Die Anzucht von ASPV erfolgt primar als Hamadsorptionstest. Er dient dem Nachweis von vermehrungsfahi-
gem ASPV aus Blut-, Gewebe- und Tupferproben in primaren Blutmonozyten (PBMCs) bzw. daraus generier-
ten Makrophagenkulturen. Es handelt sich um einen Bestatigungstest, der insbesondere im Ausbruchsfall
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zum Einsatz kommt, und im OIE-Manual beschrieben ist. Der Test ist bei entsprechender Erfahrung hoch
sensitiv, ist jedoch nicht fiir alle ASPV-Isolate aussagekraftig, kann durch bestehende Antikorperreaktionen
behindert werden, und muss daher von anderen Testsystemen begleitet werden.

Der Test macht sich den Umstand zunutze, dass es in ASPV-infizierten Leukozytenkulturen zu einer Hama-
dorptionsreaktion kommt, d. h. Erythrozyten lagern sich rosettenartig um infizierte Leukozyten (,,Himbee-
ren“). Circa 48 Stunden nach dem Auftreten der Hamadsorption kommt es zur Lyse der infizierten Zellen.
Da kein anderes fiir Schweine relevantes Virus dieses Phanomen auszulosen vermag, ist der Test als spezi-
fisch fur ASPV anzusehen.

Blut-, Gewebe- oder Tupferproben von Schweinen werden nach entsprechender Aufbereitung auf primare
Blutleukozytenkulturen (PBMCs bzw. daraus gewonnene Makrophagen) verimpft. Die infizierten Kulturen
sind Uber einen Zeitraum von mindestens sieben Tagen taglich abzulesen. Im positiven Falle kommt es zu
der spezifischen Rosettenbildung (siehe Abbildung 4). Im Regelfall werden mindestens zwei Passagen ange-
setzt.

Zeitaufwand: 1. Passage sieben Tage (im klar positiven Falle ca. zwei Tage), 2. Passage ca. sieben weitere
Tage

’ ‘ o ¥y 3 ] - S ©,

ok ek gy O R iy W g (B oy wE
§ "r-{‘&fw %ﬁ‘,ﬁﬁh R an® ShTLtn oo B il S
o NmanBl A o Sa Bdhate ek T, 0 TR S

Abbildung 5: Positiver Himadsorptionstest 48 Stunden nach Inokulation eines positiven Serums

3.3 Nachweis von ASPV-Antigen

Fir den Nachweis von ASPV-Antigen steht ein kommerzieller ELISA zur Verfiigung, der jedoch nur in Ausnah-
mefallen zum Einsatz kommt und nicht zugelassen ist. Gleiches gilt fur einen Antigen Lateral Flow Assay.
Letzterer erlaubt den Antigennachweis in wenigen Minuten. Kranke Tiere werden im Regelfall erkannt.

In Kryoschnitten bzw. Milzabklatschpraparaten kann virales Antigen mittels Immunfluoreszenz- oder Immun-
peroxidasefarbung nachgewiesen werden.

Zeitaufwand: ca. ein Tag
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3.4 Nachweis ASPV-spezifischer Antikorper

Fur die serologische Diagnostik der ASP stehen derzeit drei zugelassene kommerzielle ELISA-Systeme zur
Verfligung. Die Testsysteme bedienen sich verschiedener Antigene und werden daher u. U. parallel einge-
setzt. Neben einem Blocking ELISA auf der Basis des p72 (INGEZIM PPA COMPAC, Ingenasa), ist ein indirektes
Testsystem verfiigbar, das sich einer Antigenmischung aus p72, p62 und p32 (ID Screen® African Swine Fever
Indirect ELISA, IDvet) bedient. Dariiber hinaus wurde kirzlich ein kompetitiver ELISA auf der Basis des p32
(ID Screen African Swine Fever Competition, IDVet) zugelassen.

Zeitaufwand: ca. ein Tag

Zur Bestatigung stehen Immunoblot- bzw. indirekte Immunperoxidase-Tests zur Verfugung.
Zusatzlicher Zeitaufwand: ein bis zwei Tage

Ein Antikorper Lateral Flow Assay hat sich als schnell, robust und sensitiv erwiesen, ist jedoch nicht zuge-
lassen und wird nur im Ausnahmefall eingesetzt.
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Klinisches Bild

Fieberhafte Allgemeinerkrankung der Schweine mit seuchenhaftem Verlauf, hoher Morbiditat und Mortali-
tat.

Inkubationszeit: beim Einzeltier funf bis 15 Tage.

Labordiagnostischer Nachweis

Positiver Befund mit mindestens einer der folgenden Methoden:

Erregernachweis:
= Vijrusisolierung (Hamadsorptionstest)
= Antigennachweis (IFT)
=  Genomnachweis (PCR)

Indirekter Nachweis:
= Antikorpernachweis (ELISA, IPT)

Zusatzinformation

Die Laboruntersuchungen sind grundsatzlich nach den Empfehlungen des EU Referenzlabors rach-MaBgabe
desHandbuchs—zur Diagnose-der-Afrikanischen-Schweinepest (2003/422/EG) durchzufiihren. Anhand von

klinischen oder pathologisch-anatomischen Befunden kann nur der Verdacht einer ASP-Infektion geauBert
werden. Die Bestatigung des Verdachtes erfolgt anhand von Labortests im Nationalen Referenzlabor (FLI).

Epidemiologischer Zusammenhang

Epidemiologischer Zusammenhang mit einem labordiagnostisch nachgewiesenen ASP-Ausbruch.

Voraussetzung fur den Verdacht

Wenn das Ergebnis einer klinischen oder pathologisch-anatomischen Untersuchung den Ausbruch der ASP
befiirchten lasst.

14 | Amtliche Methode und Falldefinition | FLI | Stand 07.03.2021



Afrikanische Schweinepest

Durch TSN zu ubermittelnder Fall

Voraussetzungen fir die Feststellung eines Falles:
Wenn aufgrund von virologischen (Virus-, Antigen- oder Genomnachweis) oder serologischen Untersuchungen
(Antikorpernachweis) die Erkrankung diagnostiziert wird.

Rechtsvorschriften

» Verordnung zum Schutz gegen die Schweinepest und die Afrikanische Schweinepest in der jeweils
geltenden Fassung.

» Verordnung Uber anzeigepflichtige Tierseuchen in der jeweils giiltigen Fassung

= Ab21.04.2021:

= Verordnung 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates zu Tierseuchen und zur Anderung
und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit (,, Tiergesundheitsrecht*)

= Durchfiihrungsverordnung zu besonderen KontrollmaBnahmen ASP (SANTE/7260/2020)

»  Durchfiihrungsbeschluss 2014/709 der Kommission mit tierseuchenrechtlichen MaBnahmen zur Be-
kampfung der Afrikanischen Schweinepest in bestimmten Mitgliedstaaten und zur Aufhebung des
Durchfuhrungsbeschlusses 2014/178/EU

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Stidufer 10, D-17493 Greifswald - Insel Riems, www.fli.de
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