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Podsumowanie: protokot pobierania prob i monitoring zanieczyszczen u ptakow drapieznych
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WPROWADZENIE I CEL

EURAPMON (Research and Monitoring for and with Raptors in Europe) to projekt, ktéry ma na celu
badania i monitoring ptakow drapieznych w Europie i jest czeScig programu European Science
Foundation (ESF) Research Networking Programme (http://www.eurapmon.net). Jednym z celéw
EURAPMON jest rozpowszechnianie najlepszych praktyk i stwarzanie mozliwo$ci zharmonizowanego
monitoringu ptakow drapieznych w Europie. W terminie 31 maj - 2 czerwiec 2013 roku, w Murcii
(Hiszpania) spotkali si¢ przedstawiciele sze$ciu krajow w ramach warsztatéw "Ustanawianie najlepszych
praktyk w zakresie dzialan monitorujacych zanieczyszczenia u ptakoéw drapieznych w Europie",
finansowanego przez EURAPMON. W czasie warsztatow opracowany zostal projekt protokotu, ktory
nastgpnie byt sukcesywnie uzupetniany i ukonczony z udzialem ekspertow specjalizujacych si¢ w
monitorowaniu wykrywania zanieczyszczen u drapieznikow. Celem utworzonej procedury pobierania
probek jest dostarczenie wytycznych dotyczacych najlepszych praktyk, ktére umozliwig harmonizacje

procedur migdzy istniejagcymi 1 powstajacymi programami, a wigc pozwola zmaksymalizowad
wiarygodno$¢, pordwnywalno$¢ i interoperacyjnosci danych. Protokdt obejmuje pobieranie probek krwi i
piér od zywych ptakow oraz ze zbukdéw i porzuconych jaja, z narzaddéw wewngtrznych i tkanek od
okazoéw martwych, a takze prob nieinwazyjnych, takich jak probki z odchodow, z wydzieliny gruczotéw
kuprowych oraz z wypluwek. Niniejszy dokument jest streszczeniem Protokotu rozszerzonego, ktory jest
ogolnie dostepny na stronie internetowej EURAPMON (http://www.eurapmon.net).

ZALECENIA OGOLNE

. Pozwolenie. Wszystkie niezb¢dne pozwolenia i licencje musza by¢ uzyskane z odpowiednich instytucji

krajowych zanim praca zostanie podj¢ta. Probki powinny by¢ zbierane przez odpowiednio przeszkolony
i autoryzowany personel.

ldentyfikacja. Poszczegdlne zebrane probki powinny byé oznakowane indywidualnym (unikalnym)
kodem, przed lub bezposrednio po zebraniu prob.

Unikanie kontaminacji (zanieczyszczen innymi substancjami). Nalezy stosowa¢ odpowiedni sprzet do
pobierania i przechowywania materiatu. Przed pobraniem sprzet do pobierania musi by¢ odpowiednio
przygotowany 1 oczyszczony (nalezy zasiggna¢ porady laboratorium, w ktéorym zostang
przeprowadzone analizy chemiczne). Nalezy zadba¢ zeby personel pobierajgcy proby nie palit ani nie
spozywal pokarmdéw i napojow w czasie zbierania prob. Nalezy zwroci¢ uwage czy repelenty
przeciwko owadom byly uzywane przez personel.

Zdrowie i bezpieczenstwo obslugi. W czasie pobierania prob nalezy stosowaé odpowiednie $rodki
ochrony osobistej. W sytuacjach tego wymagajacych nalezy zachowywa¢ wymogi bezpieczenstwa, W
tym w czasie wspinaczki i wedrowki.
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1.5. Dobrostan zwierzat. Nalezy unika¢ niepotrzebnego stresowania ptakow w czasie pobierania prob

(przykry¢ glowe, unika¢ niepotrzebnego hatasu, unikaé przetrzymywania ptakéw w reku lub
kontrolowania gniazd w warunkach, ktére moga zwigekszy¢ poziom stresu, przetrzymywac w reku w jak
najkrotszym, niezbednym do pobrania prob czasie). Nalezy skontaktowaé si¢ z laboratorium celem
ustalenia minimalnej wielko$ci proby, koniecznej do przeprowadzenia zamierzonych analiz. Nalezy
przestrzega¢ zasad pobierania prob, tj. pobiera¢ wielko$¢ proby bezpieczng dla ptaka oraz zgodna z
wydana licencja.

2. DANE PODSTAWOWE. Ponizsze informacje powinny by¢ jasno opisane w sprawozdaniu dotyczacym

pobranych probek i muszg by¢ dotgczone do wysytanych do analizy prob: dane kontaktowe obserwatora
lub osoby pobierajacej materiat, data i czas zebrania probek, obszar badan, rodzaj i liczba zebranych prob,
dane biologiczne prob (gatunek, dane obraczkowania, wiek i pte¢, pomiary morfometryczne, warto$¢
indeksu kondycji, informacja o gniezdzie i/lub lggu) oraz inne ogdlne informacje.

3. PROTOKOL DLA WSZYSTKICH RODZAJOW ZBIERANYCH PROB
3.1. KREW

Wymagania ogolne: Jesli to mozliwe, przed i po pobraniu krwi, wszelkie badania kliniczne powinny by¢
wykonywane przez lekarza weterynarii celem oceny stanu zdrowia zwierzgcia. Jednorazowa masa
zebranych prob nie powinna przekroczy¢ 1% masy ciata zwierzgcia. W przypadku wielokrotnego
pobierania prob krwi od tego samego osobnika mozna pobra¢ maksymalnie proby o masie tacznej nie
przekraczajacej 2% masy ciata ptaka, w 14-dniowych odstgpach czasu. Pobieranie krwi poprzez iniekcje
podskorng wykonuje si¢ z wykorzystaniem sterylnych igiet i strzykawek (igly i strzykawki nalezy
zmieniaé, dla kazdego osobnika stosowac sterylny zestaw). Dopuszczalne jest delikatne nakluwanie (z
uzyciem sterylnej igly lub skalpela) zyl bardzo matych ptakow, a nastgpnie zebranie kropli krwi do
szklanej kapilary. Do pobieranie prob krwi nalezy unika¢ zamknigtych systemow prozniowych typu
Vacutainer. Nalezy postugiwaé si¢ jak najmniejszym rozmiarem igly: dla ptakéw o masie < 500 g —
rozmiar od 30 G do 25 G ze strzykawka o pojemnosci 1 lub 2 ml, dla ptakdbw o masie > 500 g — rozmiar
23 G ze strzykawka 5 lub 10 ml. W przypadku pobierania peinej krwi nalezy zastosowaé antykoagulanty
Konieczne informacje na ten temat mozna uzyska¢ z laboratorium, w ktorym maja zostac
przeprowadzone analizy chemiczne (zwykle rekomendowana jest heparyna).

Sposdb pobierania préb: Nalezy (1) pobudzi¢ lokalng cyrkulacje krwi, (2) uzy¢ substancji
antyseptycznych przed pobraniem proby, (3) naktué zyle celem pobrania proby (zyla ramienna zwykle
jest miejscem z ktdrego w najprostszy sposob mozna uzyskaé probke krwi), (4) przed usunigciem igly z
zyly ucisnaé miejsce naktucia postugujac si¢ sterylnym wacikiem. Uciskanie nalezy kontynuowaé przez
kilka minut do czasu az krew nie be¢dzie wyplywaé z rany azeby unikngé wykrwawienia lub powstania
krwiaka.

Procedura postepowania po pobraniu krwi: igle nalezy usuna¢ ze strzykawki, a nastgpnie jej zawarto$é
umiesci¢ w oznakowanej probowce. Probki powinny by¢ transportowane w temperaturze od 4 do 10 °C.
W probowkach zawierajacych antykoagulant nalezy umiesci¢ zalecana objeto$¢ krwi azeby zapewnic
wlasciwy stosunek proby do antykoagulanta. Specjalne probéwki do analizy surowicy (SST, serum
separator tube) sa konieczne do analiz surowicy i nalezy je odwirowa¢ najszybciej jak to mozliwe. Zaleca
si¢ czas nie dluzszy niz 6 h po pobraniu (maksymalnie 12-24 h). Dluzszy czas pozostawienia prob bez
zwirowania skutkuje powstawaniem skrzepow oraz pgkaniem czerwonych krwinek. Odwirowanie krwi
ma na celu rozdzielenie osocza/surowicy od erytrocytéw (wirowanie 10 minut, 1 600 — 3000 x g).
Rozdziat poszczegolnych sktadnikéw krwi, tj. osocza, surowicy, czerwonych krwinek jest mozliwy
jedynie w przypadku krwi $wiezej. Wszystkie frakcje krwi nalezy umie$ci¢ w oddzielnych, opisanych
probéwkach. Azeby unikng¢ kontaminacji pomiedzy poszczegdlnymi prébami konieczna jest
kazdorazowa wymiana, sterylnych koncéwek do pipet.

Przechowywanie: proby nalezy przechowywaé¢ w stanie zamrozonym, w temperaturze -20°/-80°C/ciekty
N, (w zalezno$ci od skladnika probki, ktory podlega¢ bedzie oznaczeniu lub w zaleznosci od
analizowanego biomarkera).
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3.2. PIORA

Pobieranie materiatu: Liczba i typ pior, oraz wiek ptaka od ktérego nalezy pobraé piora uzaleznione sa
od analizowanego czynnika zanieczyszczajacego/ skazajacego, stosowanej techniki analitycznej przy
oznaczeniu kontaminanta oraz celu prowadzonych badan. Preferowane sa wyskubane (lub wycigte ze
skory) pidra konturowe (okrywowe). Pidra, ktore wypadlt w gniezdzie lub w terenie, w wyniku
naturalnego procesu pierzenia réwniez moga by¢ zebrane. Pidra puchowe nie sg rekomendowane do
analiz zawarto$ci czynnikow zanieczyszczajacych. Zwykle konieczne jest 200-500 mg materiatu do
oceny zanieczyszczen organicznych oraz 10-200 mg przy analizie zanieczyszczen metalami. Pidra mogg
by¢ transportowane w temperaturze pokojowej. Do analiz zanieczyszczen pochodzenia organicznego
piora nalezy zabezpieczy¢ folig aluminiowa oraz umiesci¢ w woreczku strunowym, natomiast do analiz
zanieczyszczen metalami wystarczy umiesci¢ piéro w plastikowym worku strunowym.

Przechowywanie: Piéra moga by¢ przetrzymywane w temperaturze pokojowej o ile usunigte zostaly
wszelkie tkanki migkkie i krew oraz gdy sa suche. Pidora mogg by¢ przechowywane w ciemnosci, w
suchym miejscu (mozna uzy¢ $srodkéw pochtaniajacych wilgoc¢), zawinigte w foli¢ aluminiowg oraz/lub
umieszczone w strunowych woreczkach plastikowych. Oznakowanie prob powinno polega¢ na nadaniu
odpowiedniego numeru woreczkom, w ktoérych beda przechowywane piéra. Numerow nie nalezy nanosié
bezposrednio na pidro.

Charakterystyka prob: typ(y) zebranych piér powinny by¢ zidentyfikowane poprzez okreslenie z ktorej
czesdei ciala ptaka pochodza. W przypadku identyfikacji lotek nalezy bazowaé na konwencjonalnym
systemie ich numeracji, tj. liczac od wewnetrznej do zewnetrznej strony skrzydta. Piora konturowe nalezy
przypisa¢ do okreslonej czgsci ciata. Nalezy zanotowac date zebrania prob oraz powinno si¢ oszacowac
czas ostatniego pierzenia ptaka. Dtugos$¢é kazdego pidra (w mm) nalezy zmierzy¢ z uzyciem suwmiarki,
od podstawy choragiewki do jej konca. Przed wykonaniem pomiaru dtugosci pidra, dudka (tzn. blizsza
cz¢$¢ stosiny bez choragiewki) powinna by¢ usunigta, poprzez przycigeie jej w miejscu gdzie wyrastajg
pierwsze promienie choragiewki, z wykorzystaniem sterylnych nozyczek ze stali nierdzewnej. Tak
spreparowana dudka zawiera komorki krwi, moze by¢ przechowywana i wykorzystana do analiz
genetycznych. Kazde pidéro powinno by¢ zwazone (w mg). W zalezno$ci od zwigzku(6w) ktore beda
analizowane stosuje si¢ rozne techniki przemywania/wymywania w trakcie analizy (patrz Protokoét
rozszerzony).

3.3. NIEWYKLUTE JAJA

Pobieranie prob: tylko porzucone jaja lub zbuki powinny zabrane z gniazda. Do zapisu informacji na
jaju oraz pojemniku w ktérym jajo zostanie umieszczone nalezy wykorzysta¢ otdéwek. Do transportu jaj
potrzebne s3 pojemniki zapobiegajace rozbiciu jaja. Fragmenty skorupki (pozostato$ci po wyklutych lub
rozbitych jajach) znalezione w gniezdzie mogg by¢ zbierane i przechowywane w zamknigtych
plastikowych woreczkach. Zawarto§¢ gniazda, w tym zywe jaja i zbuki, oraz obecno$¢ pisklat, powinna
by¢ zanotowana; réwniez nalezy oszacowac wiek jaj (tj. czas, ktory uptynat od ich ztozenia) w czasie ich
kolekgji.

Wstepna obrébka probek i przechowywanie: jaja nie powinny by¢ zamrazane, poniewaz moga one
pekac. Powinny by¢ przechowywane w chlodzie i poddane analizom tak szybko, jak to mozliwe. Nalezy
zmierzy¢ dtugos¢ i szerokos$¢ jaja oraz zanotowaé jego mase. Jajo powinno by¢ otwarte na ,,rowniku” jaja
a jego zawarto$¢ nalezy oprozni¢ do kolby. Zawartos¢ jaja nalezy zwazy¢, zhomogenizowac i zamrozi¢ w
-20 ° C do czasu analizy. Moga by¢ stosowane szklane pojemniki z teflonowym, szczelnym zamknigciem
jezeli rozwazane jest okreslenie zanieczyszczen przemystowych. Pojemniki z tworzywa sztucznego moga
by¢ wykorzystywane do oznaczania zanieczyszczen nieorganicznych i PFAS. Jaja powinny by¢ ocenione
pod katem proces6w gnilnych, rozwoju zarodka i deformacji. Jesli zarodek jest obecny w jaju, powinien
by¢ on oddzielony od reszty zawarto$ci jaj (przed homogenizacjg) i przechowywany w stanie
Zamrozonym.

Skorupki jaj nalezy starannie ptuka¢ biezaca woda i wysuszy¢ w temperaturze pokojowej do uzyskania
statej masy (stata wage skorupki nalezy zanotowac). Grubos$¢ skorupy powinna by¢ zmierzona na
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,fOWniku” jaja, nalezy to wykona¢ po wysuszeniu w temperaturze pokojowej przy uzyciu suwmiarki.
Indeks skorupy jaja i wskaznik wysuszanie powinny by¢ obliczone zgodnie z réwnaniami podanymi w
Protokole rozszerzonym. Uzyskane warto$ci zanieczyszczen powinny by¢ skorygowane o wysuszenie
skorupy/urate wody.

3.4. ORGANY WEWNETRZNE I TKANKI

Uwagi ogdlne: Martwe ptaki powinny by¢ zabezpieczone w zamknietych workach plastikowych, aby
unikna¢ wysychania. Nalezy umiesci¢ na workach etykiety, zarowno wewnatrz (opis wykonaé otowkiem
lub markerem wodoodpornym) oraz na samym worku (wodoodporny marker). Wszystkie informacje
dotyczace martwego ptaka powinny by¢ zanotowane, w tym data, miejsce, okoliczno$ci
$mierci/znalezienia, gatunek, wiek, pte¢, masa ciala, pomiary biometryczne, informacje na temat stopnia
rozktadu oraz dane kontaktowe znalazcy.

Sekcja zwlok: Jedli jest to mozliwe sekcja powinna by¢é wykonana na $wiezo padtych ptakach lub tez
padlego ptaka nalezy zamrozi¢ (-20°C) az do sekcji. Przed wykonaniem sekcji zamrozone osobniki
nalezy rozmrozi¢ przez noc. Obdukcja martwego ptaka jest konieczna azeby stwierdzi¢ ewentualne
oznaki urazéw lub objawy Kliniczne, ktére poprzedzaly $mier¢. Nalezy okre$li¢ kondycje ptaka (patrz
Protokot rozszerzony). Podczas sekcji zwlok okresla si¢ mase narzadoéw, uszkodzenia ciata/ wszelkie
zmiany, ple¢ i stadium rozwojowe gonad. Nalezy przestrzega¢ znormalizowanego protokotu sekcji zwlok
(patrz Protokoét rozszerzony).

Pobieranie préb: W sprawie wyboru tkanek do analizy nalezy zasiegna¢ porady laboratorium ktore
bedzie przeprowadzaé analiza chemiczng. Nalezy uzywac¢ odpowiedniego sprz¢tu do wykonania sekcji,
sprzgt ten musi by¢ tez Czyszczony pomig¢dzy pobieraniem probek z réznych narzadéw oraz pomiedzy
poszczegdlnymi osobnikami. W miar¢ mozliwosci nalezy pobieraé cale organy od martwych ptakow, w
tym m.in. watrobg i nerki. Podczas pobierania tkanki mig$niowej, preferowanym mig$niem powinien by¢
migsien piersiowy. Jesli planuje si¢ wykorzystanie do analiz tkanki thuszczowej, lepiej jest pobraé thuszcz
z jamy brzusznej niz z podskornej tkanki thuszczowej. Jesli materiat do analiz pobierany jest od wielu
osobnikow i z wielu tkanek, np. z tkanki thuszczowej lub kosci, zaleca si¢ aby probki pobierane byty z
tych samych czgsci ciata u wszystkich osobnikow (lub jesli sg to probki pobierane z kosci — pobieraé z
tego samego miejscu szkieletu).

Przechowywanie: Narzady powinny by¢ przechowywane w oddzielnych, oznakowanych pojemnikach /
workach foliowych. Nalezy unika¢ wykorzystywania pojemnikdw, wykonanych z materiatow, ktore
moga zakloca¢ lub wplyna¢ na wynik analizy zanieczyszczen. W przypadku analizy zwiazkow
perfluorowanych do owijania probek moze by¢ stosowana folia aluminiowa (przemyta woda i
metanolem) jesli sa watpliwosci co do przydatnosci pojemnikéw plastikowych. Folia aluminiowa nie
powinna by¢ stosowana w przypadku planowania analiz metali §ladowych. Organy powinny by¢
przechowywane w temperaturze -20°C lub -80°C. W przypadku watpliwosci dotyczacych wszelkich
aspektow przechowywania nalezy skonsultowac si¢ z laboratorium, w ktorym beda prowadzone analizy.

Inne uwagi: utylizacja odpadéw po sekcji oraz martwych ptakéw powinna byé wykonana zgodnie z
krajowymi przepisami dotyczacymi odpadow biologicznych. Jesli istnieje taka mozliwos¢ gldwne
organy, piora i kosci powinny by¢ przechowywane w archiwum dtugoterminowym.

3.5. INNE PROBY

Mozna pobiera¢ $wieze odchody poprzez sztuczng prowokacje¢ ptaka do ich oddania. Poniewaz istnieje
mozliwo$§¢ potencjalnej kontaminacji prob ze starych odchoddéw pochodzacymi z gniazda nie sa one
rekomendowane do analizy zanieczyszczen. W przypadku pobierania probek z wydzieliny gruczotu
kuprowego od ptakéw martwych mozliwe jest pobranie catego gruczotu kuprowego. Przyzyciowo,
wydzieling z gruczotu kuprowego mozna pozyska¢ poprzez delikatnie ucisnigcie gruczotu. Uzyskang
wydzieling nalezy umiesci¢ w sterylnej probowce. Swieze wypluwki moga byé zbierane bezposrednio w
gniezdzie, w miejscach noclegowych lub w miejscach przesiadywania ptakow. Probki nalezy umieszczaé
w jednoznacznie opisanych, sterylnych probowkach (odchody /wydzielina z gruczotu kuprowego) lub
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plastikowych woreczkach (odchody /gruczoty kuprowe /wypluwki) z informacjg analogiczng jak na
innych probach zebranych od danego martwego osobnika (patrz punkt 3.4). Nalezy skontaktowaé sie z
laboratorium w ktorym beda prowadzone analizy w celu doprecyzowania wielkosci/ objetosci proby oraz
sposobu i warunkéw transportu/ przechowywania prob. Zwykle transportowanie prob odbywa si¢ w
niskich temperaturach, natomiast ich przechowywanie, az do wykonania analiz chemicznych, w
temperaturze -20°C. W niektorych przypadkach, przechowywanie préb w alternatywnej temperaturze (od
temperatury pokojowej do -80°C, w zaleznosci od planowanych analizy) moze by¢ bardziej odpowiednie.

Bardziej szczegolowe informacje, ryciny i literatura, znajdujq si¢ w Protokole rozszerzonym dostgpnym
na stronie internetowej EURAPMON (http://www.eurapmon.net/).
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