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ROZHODNUTIE KOMISIE
z 15. decembra 2009,

ktorym sa meni a doplfia priloha D k smernici Rady & 64/432/EHS, pokial ide o diagnostické testy
na enzootickd leukézu hovidzieho dobytka

[ozndmené pod cislom K(2009) 9951]

(Text s vyznamom pre EHP)
(2009/976/EU)

EUROPSKA KOMISIA,
so zretelom na Zmluvu o fungovani Eurdpskej tnie,

so zretelom na smernicu Rady 64[432[EHS z 26. jina 1964
o zdravotnych problémoch zvierat ovplyviiujicich obchod
s hovadzim dobytkom a osipanymi vo vnditri Spolocenstva ('),
a najmi na jej ¢ldnok 16 druhy odsek,

kedze:

(1)  Smernica 64[432/EHS sa uplatiuje na obchod
s hovidzim dobytkom vnitri Unie a jej kapitola II
prilohy D stanovuje diagnostické testy na enzooticki
leukézu hovidzieho dobytka, ktoré sa majii pouzif na
kontrolu a eradikdciu tejto choroby a dohlad
a monitorovanie, ako aj stanovenie a zachovanie tradne
vyhldseného Statitu stdda hovadzicho dobytka bez
vyskytu enzootickej leukdzy a osvedCovanie pozadované
pre obchod s hovidzim dobytkom vndtri Unie.

(2)  Kapitola II prilohy D k smernici 64/432/EHS stanovuje,
ze testy na enzootickl leukézu hovidzieho dobytka sa
maji uskuto¢nit bud pomocou imunodifizneho testu
v agarovom géli (AGID) s pouzitim antigénu Standardi-
zovaného v porovnani s Gradne uznanym Standardnym
sérom ES (EI sérum) alebo pomocou enzymoimunoana-
lyzy (ELISA) standardizovanej v porovnani so sérom E4.
Obidve Standardné séra doddva Nérodny veterindrny
tstav, Danska technickd univerzita (National Veterinary
Institute, Technical University of Denmark).

(3)  Nové Standardizované sérum pre enzootickd leukézu
hovidzieho dobytka (E05 sérum) bolo neddvno vyvinuté
referenénym laboratériom Svetovej organizicie pre
zdravie zvierat (dalej len ,OIE“) pre enzootickd leukézu
hovidzieho dobytka v Nemecku (Friedrich-Loeffler-Insti-
tute) v spoluprdci s referenénymi laboratériami OIE
v Spojenom kralovstve (Veterinary Laboratories Agency)
a v Polsku (National Veterinary Research Institute) po
tom, ¢o bolo predmetom kruhového testu v tychto labo-
ratoridch. Sérum EO5 bolo schvilené vzhladom na séra
El a E4 prostrednictvom roznych testov AGID a ELISA
a nasledne pridané ako S$tandardné sérum akreditované

() U. v. ES 121, 29.7.1964, 5. 1977[64.

OIE do oddielu B bodu 2 kapitoly 2.4.11 Prirucky diag-
nostickych testov a vakcin pre suchozemské zvieratd,
Sieste vydanie, 2008. Toto sérum doddva referencné labo-
ratérium OIE pre enzooticki leukézu hovidzieho
dobytka v Nemecku.

(4 Okrem toho Nérodny veterindrny dstav, Danska tech-
nickd univerzita, informoval Komisiu, ze uZ nie je
schopny plnif si svoje povinnosti tykajice sa dodavky
Standardného séra v sticasnosti stanoveného v kapitole
II prilohy D k smernici 64/432/EHS.

(5)  Prislusné nemecké orgdny a Friedrich-Loeffler-Institute
sthlasili, Ze budi doddvat sérum E05, ktoré sa nasledne
stane novym duradne uznanym Standardnym sérom
Eurépskej anie (dalej len ,EU“) pre enzooticki leukézu
hovidzicho dobytka.

(6)  Smernica 64/432[EHS by sa preto mala zodpovedajicim
sposobom zmenit a doplnit.

(7) Opatrenia stanovené v tomto rozhodnuti sii v sulade so
stanoviskom Stdleho vyboru pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat,

PRIJALA TOTO ROZHODNUTIE:
Cldnok 1
Kapitola II prilohy D k smernici 64/432 EHS sa nahrddza

znenim prilohy k tomuto rozhodnutiu.

Cldnok 2

Toto rozhodnutie je uréené ¢lenskym Statom.

V Bruseli 15. decembra 2009

Za Komisiu
Androulla VASSILIOU
clenka Komisie
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PRILOHA

Kapitola II prilohy D k smernici 64/432/EHS sa nahrddza takto:

LKAPITOLA 1I
TESTY NA ENZOOTICKU LEUKOZU HOVADZIEHO DOBYTKA

Testy na enzootickt leukdézu hovidzieho dobytka sa uskuto¢nia pomocou imunodifiizneho testu v agarovom géli
(AGID) za podmienok uvedenych v oddieloch A a B alebo pomocou enzymoimunoanalyzy (ELISA) za podmienok
uvedenych v oddiele C. Imunodifizny test v agarovom géli sa moze pouzit iba na testovanie individudlnych vzoriek.
Ak st vysledky testov oddvodnene spochybnené, urobi sa dodatocnd kontrola pomocou imunodifizneho testu
v agarovom géli.

Testy AGID a ELISA s Standardizované vzhladom na sérum EO5, ktoré je tiradne uznanym standardnym sérom EU
a dodédva ho:

Friedrich-Loeffler-Institut

Federal Research Institute for Animal Health

OIE Reference Laboratory for Enzootic Bovine Leukosis (EBL)
Stidufer 10

17493 Greifswald — Insel Riems
Nemecko

A. Imunodifiizny test v agarovom géli na enzootickd leukézu hovidzieho dobytka

1. Antigén, ktory sa pouzije na testovanie, obsahuje glykoprotein virusu leukdzy hovidzieho dobytka. Antigén
je standardizovany vzhladom na sérum EO5.

2. Za kalibrovanie Standardného pracovného antigénu laboratéria vzhladom na sérum E05 s zodpovedné
§titne Ustavy, ndrodné referencné laboratorid alebo tiradne schvélené tstavy urcené v silade s clankom 6a na
koordindciu noriem a diagnostickych metdd na testovanie enzootickej leukdézy hovidzieho dobytka.

3. Standardné antigény pouzivané v laboratériu sa minimélne raz za rok predlozia Stitnym dstavom, ndrodnym
referen¢nym laboratéridm alebo dradne schvélenym tstavom urcenym v stilade s ¢linkom 6a na testovanie
vzhladom na sérum EO5. Okrem takej Standardizdcie sa pouzivany antigén moze kalibrovat v stlade
s metodou opisanou v oddiele B.

4. Reagenty testov musia pozostdvat:

a) z antigénu: antigén musi obsahovat Specificky glykoprotein virusu enzootickej leukdzy hovidzieho
dobytka, ktory bol $tandardizovany vzhladom na sérum EO5;

b) z testovaného séra;
¢) zo zndmeho pozitivneho kontrolného séra;
d) z agarového gélu:

— 0,8 % agar,

— 8,5 % Na(l,

— 0,05 M Tris-pufer pH 7,2,

— 15 ml tohto agaru sa dd do Petriho misky s priemerom 85 mm, pri¢om sa dosiahne hriibka agaru 2,6
mm.

5. Do agaru na dne dosticky sa vykroji testovacia vzorka siedmich priehlbinick bez vlhkosti; vzorka pozostdva
z jednej strednej priehlbinky a zo Siestich priehlbinick okolo nej.

Priemer strednej prichlbinky: 4 mm.
Priemer okrajovych priehlbinick: 6 mm.

Vzdialenost medzi strednou priehlbinkou a okrajovymi priehlbinkami: 3 mm.
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6. Strednd priehlbinka sa vyplni Standardnym antigénom. Okrajové prichlbinky 1 a 4 opisané v B.3 sa naplnia
znamym pozitivnym sérom; priehlbinky 2, 3, 5 a 6 testovanym sérom. Priehlbinky sa plnia az dovtedy, kym
nezmizne meniskus.

7. Vysledkom toho st tieto ziskané mnoZstvé:
— antigén: 32 pl,
— kontrolné sérum: 73 pl,
— testované sérum: 73 pl.
8. Inkubuje sa 72 hodin pri izbovej teplote (20 az 27 °C) v zatvorenej vlhkej miestnosti.

9. Reakcia sa moze odcitat po 24 hodindch, potom po 48 hodindch, aviak kone¢ny vysledok sa neziska skor
ako po 72 hodindch:

a) testované sérum je pozitivne, ak vytvori Specifickil precipitaénd Ciaru s antigénom virusu leukézy hovi-
dzieho dobytka a ak sa tdto ¢iara zhoduje s ¢iarou kontrolného séra;

b) testované sérum je negativne, ak nevytvori Specificki precipitacnii Ciaru s antigénom virusu leukézy
hovidzieho dobytka a ak nezakrivi ¢iaru kontrolného séra;

¢) reakcia sa nepokladd za jednoznacnd, ak:

i) zakrivi ¢iaru kontrolného séra smerom k priehlbinke s antigénom virusu leukézy hovidzieho dobytka
bez vytvorenia viditelnej precipitacnej iary s antigénom alebo

ii) ak sa nedd povazovat reakcia ani za negativnu, ani za pozitivnu.
Pri nejednoznacnych reakcidch sa test moze opakovat a moze sa vyuzit koncentrované sérum.

10. Moze sa vyuzit akdkolvek ind konfigurdcia priehlbiniek alebo vzorky za predpokladu, Ze sérum E05 zriedené
1:10 v negativnom sére moze byt preukdzané ako pozitivne.

B. Met6da Standardizicie antigénu

1. Potrebné roztoky a materidly:
a) 40 ml 1,6 % agar6zy v pufre 0,05 M Tris/HCl, pH 7,2 s 8,5 % NaCl;

b) 15 ml leukézneho séra hovidzieho dobytka, ktoré obsahuje protildtku iba proti glykoproteinom virusu
leukézy hovidzieho dobytka, zriedené 1: 10 v pufre 0,05 M Tris/HCl, pH 7,2 s 8,5 % NaCl;

¢) 15 ml leukézneho séra hovidzieho dobytka, ktoré obsahuje protilitku iba proti glykoproteinom virusu
leukézy hovidzieho dobytka, zriedené 1: 5 v pufre 0,05 M Tris/HCl, pH 7,2 s 8,5 % NaCl;

d) $tyri Petriho misky z umelej hmoty s priemerom 85 mm;
e) dierovac s priemerom 4 aZ 6 mm;
f) referencny antigén;
g) antigén, ktory sa md Standardizovat;
h) vodny kipel (56 °C).
2. Postup:

Agardza (1,6 %) sa rozpusti v pufri TrisfHCl opatrnym ohrievanim na 100 °C. Vlozi sa do 56 °C teplého
vodného kipela priblizne na jednu hodinu. Riedenia leukézneho séra hovidzieho dobytka sa rovnako vlozia
do 56 °C teplého vodného kapela.

Potom sa zmieSa 15 ml roztoku agarézy, ktory md teplotu 56 °C, s 15 ml leukézneho séra hovidzieho
dobytka (1: 10), rychlo sa potrasie a naleje po 15 ml do kazdej z dvoch Petriho misick. Rovnako sa postupuje
s leuk6znym sérom hovidzieho dobytka zriedenym 1: 5.
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Po stuhnuti agarézy sa pripravia jamky tymto postupom:

Petriho miska 1

Petriho miska 2
Sérum 1 : 10 Sérum 1 : 10
o o 000
A B CDE ° © < o
A B < D
Petriho miska 3 Petriho miska 4
Sérum 1: 5 Sérum 1: 5
< o 000
A B CDE 0 o ] [}
A B 4 D

3. Pridanie antigénu:
a) Petriho misky 1 a 3:
i) priehlbinka A — nezriedeny referencny antigén;
ii) priehlbinka B — referen¢ny antigén zriedeny 1: 2;
iif) priehlbinky C a E — referencny antigén;
iv) prichlbinka D — nezriedeny testovany antigén.
b) Petriho misky 2 a 4:
i) priehlbinka A — nezriedeny testovany antigén;
ii) priehlbinka B — testovany antigén zriedeny 1: 2;
iif) priehlbinka C — testovany antigén zriedeny 1: 4;
iv) prichlbinka D — testovany antigén zriedeny 1: 8.
4. Dopliujtce pokyny:
a) pokus sa musi urobif s dvomi riedeniami séra (1: 5 a 1: 10), aby sa dosiahla optimdlna precipitdcia;
b) ak je priemer precipitcie pri obidvoch riedeniach prili§ maly, potom sa sérum musi dalej riedit;

¢) ak je priemer precipitcie pri obidvoch riedeniach prili§ velky a precipitat prili§ slaby, potom sa musi zvolit
slabsie riedenie;

d) kone¢nd koncentricia agardzy je 0,8 %; konecnd koncentracia séra 5% a 10 %;
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¢) namerané priemery sa zaznamendvaji do nasledujiiceho systému sdradnic. Pracovné riedenie je také, pri
ktorom sa zaznamend rovnaky priemer pre testovany antigén, aj pre referencny antigén.

Priemer (v mm)

Riedenie antigénov

C. Enzymoimunoanalyza (ELISA) na zistovanie enzootickej leukézy hovidzieho dobytka

1. Pouziju sa tieto materidly a reagenty:

a) mikroplatne pre pevnt fizu, nddobky alebo iné vybavenie pre pevnu fazu;

=

antigén sa naviaZe na pevnd fizu za pomoci alebo bez pomoci polyklonalnych alebo monoklonalnych
protilitok. Ak sa antigén naviaZe priamo na pevni fizu, musia sa vietky testové vzorky vykazujice
pozitivne reakcie znovu testovat voci kontrolnému antigénu. Kontrolny antigén by mal byt identicky
s testovanym antigénom s vynimkou pripadu, ked antigény virusu leukézy hovidzieho dobytka chybaja.
Ak st protildtky naviazané na pevni fdzu, nesmi reagovat na antigény iné ako antigény virusu leukozy
hovidzieho dobytka;

biologickd tekutina, ktord sa md testovat;

(e}
ReS

&

prislusnd pozitivna a negativna kontrola;
e) konjugdt;
f) substrat prisposobeny pouzitému enzymu;

g) zastavujlci roztok, ak je potrebny;

=

roztoky na zriedenie testovych vzoriek na pripravu reagentov a na umyvanie;

i) systém odcitavania vhodny pre pouzity substrt.
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2. Standardizdcia a citlivost testu

Citlivost ELISA testu je na takej Grovni, aby sérum EO5 malo pozitivny vysledok, ked' sa zriedi 10-krdt (vzorky
séra) alebo 250-krdt (vzorky mlieka) viac, ako riedenie ziskané z jednotlivych vzoriek, ak sd tieto zmieSané
dohromady. Pri analyzach, kde sa vzorky (sérum a mlieko) testujd individudlne, sérum EO5 zriedené 1 k 10
(pri negativnom sére) alebo 1 ku 250 (pri negativnom mlieku) musi dosiahnut pozitivny vysledok, ak sa
testuje v rovnakom pokusnom riedeni, aké sa pouzilo pre individudlne testované vzorky. Ustavy uvedené
v bode 2 oddielu A st zodpovedné za kontrolu kvality testov ELISA a najmi za stanovenie, v pripade kazdej
vyrobnej Sarze, poctu vzoriek, ktoré sa maji zmiesat podla titru ziskaného pre sérum EO5.

3. Podmienky na pouzitie testu ELISA na enzootickd leukézu hovidzieho dobytka
a) Metdda ELISA sa moze pouzit na vzorkdch séra a mlieka.

b) Ak sa ELISA testy pouZiji na certifikacné tcely v stlade s ¢lankom 6 ods. 2 pism. c) alebo na stanovenie
a udrzanie §tatitu stdda v silade s kapitolou I prilohy D, odber vzoriek séra alebo mlieka sa vykond tak,
aby sa vzorky odobraté na preskimanie mohli bez pochyb priradit k jednotlivym zvieratdm, ktorych sa
odber vzoriek tyka. Kazdy potvrdzujici test sa uskuto¢ni na vzorkdch odobratych z jednotlivych zvierat.

Ked' sa ELISA testy pouzijii na vzorke nebaleného mlieka, tito vzorka sa odoberie z mlieka pochddzajiceho
zo stdda pozostdvajiceho z minimélne 30 % krdv v obdobi lakticie. Kazdy potvrdzujici test sa uskutoéni
na vzorkdch séra alebo mliecka odobratych od jednotlivych zvierat.
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