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i§ dalies keisti Tarybos direktyvos 64/432/EEB D priedo nuostatas dél enzootinés galvijy leukozés
diagnostiniy tyrimy

(pranesta dokumentu Nr. C(2009) 9951)

(Tekstas svarbus EEE)

(2009/976/ES)

EUROPOS KOMISIJA,

atsizvelgdama j Sutartj dél Europos Sgjungos veikimo,

atsizvelgdama | 1964 m. birzelio 26 d. Tarybos direktyva
64/432[EEB dél gyviny sveikatos problemy, turinciy jtakos
Bendrijos vidaus prekybai galvijais ir kiaulémis ('), ypa¢ i jos
16 straipsnio 2 pastraipg,

kadangi:

M

Direktyva 64/432/EEB taikoma Sajungos vidaus prekybai
galvijais, o jos D priedo II skyriuje nustatyti enzootinés
galvijy leukozés (EGL) diagnostiniai tyrimai, kurie turi
bati atliekami $iai ligai kontroliuoti ir likviduoti, ir prie-
zilirai bei stebésenai vykdyti, taip pat norint nustatyti ir
islaikyti oficialiai leukozés neapimtos bandos statusa bei
atliekant sertifikavima Sajungos vidaus prekybos galvijais
reikméms.

Direktyvos 64/432[EEB D priedo II skyriuje nustatyta,
kad EGL nustatyti turi bati atlickami Sie tyrimai: arba
agaro gelio imunodifuzinis tyrimas (AGID) naudojant
antigeng, standartizuotg pagal oficialy EB standartinj
serumg (EI serumg), arba imunofermentiné analizé
(ELISA), standartizuota pagal E4 seruma. Abu standarti-
nius serumus tiekia Danijos technikos universiteto Nacio-
nalinis veterinarijos institutas.

Vokietijoje jsikiirusi Pasaulinés gyviiny sveikatos organi-
zacijos (OIE) Etaloniné enzootinés galvijy leukozés labo-
ratorija (Friedrich-Loeffler-Institute), bendradarbiaudama
su OIE etaloninémis laboratorijomis Jungtinéje Karalystéje
(Veterinariniy laboratorijy agentira) ir Lenkijoje (Nacio-
naliniu veterinariniy tyrimy institutu) neseniai sukdré
naujg EGL standartinj serumg, atlikusios jo tarplaborato-
rinj tyrima. EO5 serumas buvo patvirtintas pagal EI ir E4
serumus atlikus skirtingus AGID ir ELISA tyrimus ir
jtrauktas OIE Sausumos gyviny diagnostiniy tyrimy ir
vakciny vadovo 2008 m. $estojo leidimo 2.4.11 skyriaus

() OL 121, 1964 7 29, p. 1977/64.

B(2) skirsnj kaip akredituotas OIE standartinis serumas. Sj
serumg tiekia Vokietijoje jsikiirusi OIE Etaloniné enzoo-
tinés galvijy leukozés laboratorija.

Be to, Danijos technikos universiteto Nacionalinis veteri-
narijos institutas prane$¢ Komisijai nebegalis vykdyti
jsipareigojimy,  $iuo metu nustatyty  Direktyvos
64/432[/EEB D priedo II skyriuje, tiekti standartinius
serumus.

Vokietijos kompetentingos institucijos ir Friedrich-Loef-
fler institutas sutiko tiekti EO5 serumg, todél jis turi
tapti nauju oficialiu Europos Sgjungos (ES) EGL serumu.

Todél Direktyva 64[432[EEB turéty biti atitinkamai i3
dalies pakeista.

Siame sprendime numatytos priemonés atitinka Maisto
grandinés ir gyviny sveikatos nuolatinio komiteto
nuomone,

PRIEME S] SPRENDIMA:

1 straipsnis

Direktyvos 64/432[/EB D priedo II skyrius pakeiciamas $io
sprendimo priedo tekstu.

2 straipsnis

Sis sprendimas skirtas valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje 2009 m. gruodzio 15 d.

Komisijos vardu
Androulla VASSILIOU

Komisijos naré
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PRIEDAS

Direktyvos 64[432[EEB D priedo II skyrius pakeiciamas taip:

JI SKYRIUS
ENZOOTINES GALVIJU LEUKOZES TYRIMAI

Enzootiné galvijy leukozé nustatoma atliekant agaro gelio imunodifuzinj tyrima (AGID) pagal A ir B skirsniuose
apradytas salygas arba atlickant imunofermenting analiz¢ (ELISA) pagal C skirsnyje apraSytas salygas. Agaro gelio
imunodifuzinis tyrimas gali bati atlickamas tik pavieniams méginiams tirti. Jeigu tyrimy rezultatais pagristai abejo-
jama, jie papildomai patikrinami, atlickant agaro gelio imunodifuzinj tyrima.

AGID ir ELISA tyrimai standartizuojami pagal EO5 serumg — oficialy ES seruma, kurj tiekia:

Friedrich-Loeffler-Institut

Federal Research Institute for Animal Health

OIE Reference Laboratory for Enzootic Bovine Leukosis
Siidufer 10

17493 Greifswald — Insel Riems

Vokietija

A. Agaro gelio imunodifuzinis tyrimas, atlieckamas enzootinei galvijy leukozei nustatyti
1. Tyrimui naudojamame antigene turi bati galvijy leukozés viruso glikoproteiny. Antigenas standartizuotas

pagal EO5 seruma.

2. Valstybiniai institutai, nacionalinés etaloninés laboratorijos ar oficialiis institutai, pagal 6a straipsnj paskirti
enzootinés galvijy leukozés tyrimy standartams ir diagnostikos metodams koordinuoti, yra atsakingi uz
laboratorijos standartinio darbinio antigeno kalibravimg pagal E05 standartinj seruma.

3. Laboratorijoje naudojami standartiniai antigenai maziausiai karta per metus pateikiami valstybiniams institu-
tams, nacionalinéms etaloninéms laboratorijoms ar oficialiems institutams, pagal 6a straipsnj paskirtiems
atlikti tyrimus pagal EO5 serumg. Be $ios standartizacijos, naudojamas antigenas gali bati kalibruojamas pagal
B skirsnyje nurodyta metoda.

4. Tyrimui naudojamus reagentus sudaro:

a) antigenas: antigene turi bati specifiniai enzootinés galvijy leukozés viruso glikoproteinai, standartizuoti
pagal EO5 serumg;

b) bandomasis serumas;

¢) zinomas teigiamas kontrolinis serumas;

&

agaro gelis:

— 0,8 % agaro,

— 8,5 % Na(l,

— 0,05 M Tris buferinis tirpalas, pH 7,2,

— 15 ml Sio agaro jdedama j 85 mm skersmens Petri 1ékstele taip, kad agaro storis baty 2,6 mm.

5. Agare padaromos tyrimui skirtos septynios drégmés nepraleidziancios duobutés, sickiancios 1ékstelés dugna.
Duobudiy issidéstymas: viena centriné su SeSiomis jg supanciomis duobutémis.

Centrinés duobutés skersmuo: 4 mm.
Periferiniy duobuc¢iy skersmuo: 6 mm.

Atstumas tarp centrinés ir periferiniy duobuciy: 3 mm.
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6. Centriné duobuté pripildoma standartiniu antigenu. 1 ir 4 periferinés duobutés (zr. B.3) pripildomos Zinomu
teigiamu serumu, o 2, 3, 5 ir 6 duobutés pripildomos bandomaisiais serumais. Duobutés pripildomos iki pat
vir§aus, kad nebiity menisko.

7. Tokiu bidu gaunami sie kiekiai:
— antigeno: 32 yl,
— kontrolinio serumo: 73 pl,
— bandomojo serumo: 73 pl.
8. Inkubuojama 72 valandas uzdarytoje drégnoje kameroje, kambario temperatiiros salygomis (20-27 °C).

9. Tyrimo rodmenys gali biti tikrinami po 24 ir 48 valandy, taciau galutinis rezultatas gaunamas ne anksciau
po 72 valandy:

a) bandomasis serumas yra teigiamas, jeigu jame susiformuoja savitoji nuosédy linija su galvijy leukozés
viruso (GLV) antigenu ir susiformuoja linija, kuri yra visiSkai identiska kontroliniam serumui;

b) bandomasis serumas yra neigiamas, jeigu jame nesusiformuoja savitoji nuosédy linija su GLV viruso
antigenu ir neiskreipiama kontrolinio serumo linija;

¢) reakcija negali bati laikoma galutine, jeigu:

i) i8kreipiama kontrolinio serumo linjja — ji pritraukiama prie GLV antigeno duobutés, bet nesusifor-
muoja aiskiai matoma nuosédy linija su antigenu; arba

i) negalima nustatyti, ar jos rezultatas yra neigiamas ar teigiamas.

Kai reakcija yra negaluting, tyrimas gali buti kartojamas, panaudojant koncentruotg seruma.

10. Galima naudoti bet kokig kita duobuciy konfigaracija ar idéstyma, jeigu jmanoma nustatyti, kad neigiamame

serume 1:10 santykiu praskiestas EO5 serumas yra teigiamas.

B. Antigeno standartizacijos metodas

1. Reikalingi tirpalai ir medZziagos:

a) 40 ml 1,6 % agarozés 0,05 M Tris/HCl buferiniame tirpale, pH 7,2 su 8,5 % NaCl;

b) 15 ml galvijy leukozeés serumo, kuriame yra tik galvijy leukozés viruso glikoproteiny antikiinai, praskiesto
1:10 santykiu 0,05 M Tris/HCl buferiniame tirpale, pH 7,2 su 8,5 % NaCl;

¢) 15 ml galvijy leukozés serumo, kuriame yra tik galvijy leukozés viruso glikoproteiny antikiinai, praskiesto
1:5 santykiu 0,05 M Tris/HCl buferiniame tirpale, pH 7,2 su 8,5 % NaCl;

d) keturios plastikinés Petri 1ekstelés, kuriy skersmuo 85 mm;
e) spaudiklis, kurio skersmuo 4-6 mm;

f) etaloninis antigenas;

g) standartizuotinas antigenas;

h) vandens vonelé (56 °C).

2. Darbo tvarka

Agaroze (1,6 %) istirpinama Tris/HCl buferiniame tirpale, pamaZu kaitinant iki 100 °C. [dedama | 56 °C
vandens vonele ir ten laikoma mazdaug vieng valandg. Galvijy leukozés serumo tirpalas taip pat jdedamas j
56 °C vandens vonele.

Po to 15 ml 56 °C agarozés tirpalas sumaiSomas su 15 ml galvijy leukozés serumu (1:10), greitai supurtomas
ir jo jpilama po 15 ml j dvi Petri l¢ksteles. Si procediira taip pat taikoma 1:5 santykiu praskiestam galvijy
leukozés serumui.
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Agarozei sukietéjus, duobutés joje padaromos taip:

Petri lekstelé Nr.1 Petri lekstele Nr.2
Serumas 1:10 Serumas 1:10

[ [ 600
A B CDE o © ° o
A B c D

Petri lékstele Nr. 3 Petri lekstele Nr.4
Serumas 1:5 Serumas 1:5

o o 000

A B CDE ¢ o [ o

A B c D

3. Antigeno prid¢jimas:
a) 1 ir 3 Petri lekstelés:
i) A duobuté — neatskiestas etaloninis antigenas;
ii) B duobuté — 1:2 santykiu praskiestas etaloninis antigenas;
i) C ir E duobutés — etaloninis antigenas;
iv) D duobuté — neatskiestas bandomasis antigenas.
b) 2 ir 4 Petri lékstelés:
i) A duobuté — neatskiestas bandomasis antigenas;
ii) B duobuté — 1:2 santykiu praskiestas bandomasis antigenas;
i) C duobuté — 1:4 santykiu praskiestas bandomasis antigenas;
iv) D duobuté — 1:8 santykiu praskiestas bandomasis antigenas.
4. Papildomos instrukcijos
a) Eksperimentas atlickamas naudojant du serumo tirpalus (1:5 ir 1:10), siekiant optimalaus nusodinimo.
b) Jeigu nusodinimo ploto skersmuo abiejuose tirpaluose yra per mazas, serumas vél skiedZiamas.

¢) Jeigu nusodinimo ploto skersmuo abicjuose tirpaluose yra per didelis ir nezymus, parenkamas didesnés
koncentracijos serumas.

d) Galutiné agarozés koncentracija turi bati 0,8 %; galutiné serumy koncentracija turi biiti atitinkamai 5 % ir
10 %.
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e) ISmatuoti skersmenys pazymimi toliau nurodytoje koordinaciy sistemoje. Bandomojo antigeno tirpalas, kai
skersmuo yra toks pat kaip etaloninio antigeno atveju, yra darbinis tirpalas.

Skersmuo (mm)

13

Antigeny tirpalai

C. Imunofermentiné analizé (ELISA), atliekama enzootinei galvijy leukozei nustatyti

1. Naudojamos $ios medZziagos ir reagentai:

a) kietosios fazés mikrolékstelés, kiuvetés ar kitos kietosios fazés;

b) antigenas pritvirtinamas prie kietosios fazés, panaudojant polikloninius arba monokloninius jungiancius
antikiinus arba jy nenaudojant. Jeigu kictoji fazé tiesiogiai padengiama antigenu, visi bandiniai, kurie
reaguoja teigiamai, turi bati istirti dar karta naudojant kontrolinj antigena. Kontrolinis antigenas turi
bati identiskas antigenui, iSskyrus tai, kad jame néra GLV antigeny. Jeigu kietoji fazé padengiama jungian-
Ciais antikiinais, antikiinai neturi reaguoti i kitus nei GLV antigenus;

¢) bandomasis biologinis skystis;

d) atitinkama teigiama ir neigiama kontroliné medziaga;

e) konjugatas;
f) substratas, pritaikytas naudojamam fermentui;

prireikus, uzpildantis tirpalas;

©

=

tirpalai, skirti tiriamy bandiniy skiedimui, reagenty gamybai, o taip pat plovimui;

i) rodmeny tikrinimo sistema, tinkama naudojamam substratui.
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2. Tyrimo standartizavimas ir jautrumas

ELISA tyrimo jautrumas turi biti tokio laipsnio, kad bty galima nustatyti, kad EO5 serumas yra teigiamas, kai
jis praskiedziamas 10 karty (serumo bandiniai) arba 250 karty (pieno bandiniai) daugiau negu pavieniy
bandiniy tirpalas, kai Sie bandiniai sujungiami. Atskirai tiriant (serumo ir pieno) bandinius 1:10 santykiu
(neigiamame serume) arba 1:250 santykiu (piene, kurio tyrimo rezultatai neigiami) praskiesto E05 serumo
reakcija turi bati teigiama, kai tyrimas atliekamas tame paciame tirpale, kuris naudojamas pavieniams bandi-
niams. A skirsnio 2 punkte paminéti institutai atsako uz ELISA metodo kokybés patikrinimg, visy pirma uz
bandiniy, kurie turi biti sujungiami remiantis skaiCiavimais, gautais tiriant EO5 seruma, skaiciaus nustatyma
kiekvienoje pagamintoje partijoje.

. ELISA naudojimo salygos enzootinei galvijy leukozei nustatyti

a) ELISA tyrimai gali biti naudojami serumo ir pieno bandiniams tirti.

b) Kai ELISA tyrimai naudojami sertifikavimo tikslais pagal 6 straipsnio 2 dalies ¢ punkta arba sickiant
nustatyti ir iSlaikyti bandos statusg pagal D priedo I skyriy, jungtiniai serumo arba pieno méginiai sudaromi
taip, kad itirti paimti méginiai galéty neabejotinai biiti susieti su konkreciais gyviinais, kuriy méginiai yra
sujungti. Atlickamas atskiry gyviiny méginiy patvirtinamasis tyrimas.

¢) Kai ELISA tyrimai naudojami maiSyto pieno méginiams tirti, pienas méginiams turi bati surinktas i3 dkio,
kuriame ne maziau kaip 30 % karviy yra melziamosios. Atlickamas i§ atskiry gyviny paimto serumo ar
pieno meéginiy patvirtinamasis tyrimas.”



