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ROZHODNUTI KOMISE

ze dne 15. prosince 2009,

kterym se méni pfiloha D smérnice Rady 64/432[/EHS, pokud jde o diagnostické testy na
enzootickou leukdzu skotu

(ozndmeno pod cislem K(2009) 9951)

(Text s vyznamem pro EHP)
(2009/976/EV)

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na smérnici Rady 64/432/EHS =ze dne
26. ervna 1964 o veterindrnich otdzkich obchodu se skotem
a prasaty uvnitf Spoleenstvi ('), a zejména na ¢l. 16 druhy
pododstavec uvedené smérnice,

vzhledem k témto dtavodim:

(1)  Smérnice 64/432[EHS se tykd obchodu se skotem uvnitt
Unie a kapitola II piilohy D uvedené smérnice stanovi
diagnostické testy na enzootickou leukézu skotu, které
by se mély pouzivat k tlumeni a eradikaci této choroby
a k dozoru a monitorovini, jakoz i ke stanoveni
a udrZeni statusu stdda dfedné prostého enzootické
leukézy skotu a k vystaveni osvédceni pro obchod se
skotem uvnitf Unie.

(2)  Kapitola II pfilohy D smérnice 64/432/EHS stanovi, Ze
testy na enzootickou leukézu skotu se provadéji bud
agarovym imunodifuznim testem (AGID) za pouziti anti-
genu standardizovaného srovndnim s Gfednim referen-
¢nim sérem ES (EI sérum), nebo enzymoimunoanalyzou
(ELISA) srovndnim s referencnim sérem E4. Obé& refe-
ren¢ni séra doddvd Narodni veterindrni ustav, Technickd
univerzita v Dansku (National Veterinary Institute, Tech-
nical University of Denmark).

(3)  Referen¢ni laboratot pro enzootickou leukézu skotu
Svétové organizace pro zdravi zvifat (OIE) v Némecku
(Friedrich-Loeffler-Institute) ve spolupréci s referenénimi
laboratofemi OIE ve Spojeném krédlovstvi (Veterinary
Laboratories Agency) a v Polsku (National Veterinary
Research Institute) neddvno vyvinula nové referen¢ni
sérum na enzootickou leukézu skotu (sérum EO5),
poté, co bylo sérum vyzkouseno kruhovym testem
mezi uvedenymi laboratofemi. Sérum EO05 bylo valido-
vano srovnanim se séry EI a E4 rAznymi testy AGID
a ELISA a nésledné bylo zafazeno do kapitoly 2.4.11
oddilu B odst. 2 Piirucky norem pro diagnostické testy
a ockovaci litky pro suchozemskd zvifata Svétové

() UK vést. 121, 29.7.1964, s. 1977/64.

organizace pro zdravi zvifat, Sestého vydini z roku
2008, jako akreditované referenéni sérum OIE. Toto
sérum je k dispozici u referencni laboratofe pro enzo-
otickou leukézu skotu Svétové organizace pro zdravi
zvifat v Némecku.

(4 Kromé toho Komisi informoval Narodni veterindrni
astav, Technickd univerzita v Ddnsku, Ze nadile nemtze
plnit své povinnosti ohledné dodavek referen¢niho séra,
jez je v soucasné dobé stanoveno v pifloze D kapitole II
smérnice 64/432/EHS.

(5)  Piislusné némecké orgdny a Friedrich-Loeffler-Institute se
dohodly, Ze budou dodavat sérum E05, které se nasledné
stane novym tfednim referenénim sérem pro enzootic-
kou leukézu skotu Evropské unie (EU).

(6)  Smérnice 64/432/EHS by proto méla byt odpovidajicim
zptsobem zménéna.

(7)  Opatfeni stanovend timto rozhodnutim jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro potravinovy fetézec
a zdravi zvifat,

PRIJALA TOTO ROZHODNUTI:
Cldnek 1
Oddil 11 ptilohy D smérnice 64/432/EHS se nahrazuje znénim

piilohy tohoto rozhodnuti.

Cldnek 2

Toto rozhodnuti je ur¢eno clenskym stdtim.

V Bruselu dne 15. prosince 2009.

Za Komisi
Androulla VASSILIOU

clenka Komise
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PRILOHA

Kapitola II pfilohy D smérnice 64/432/EHS se nahrazuje timto:

LKAPITOLA 1I
TESTY NA ENZOOTICKOU LEUKOZU SKOTU

Testy na enzootickou leukézu skotu se provadéji agarovym imunodifuznim testem (AGID) za podminek uvedenych
v oddilu A a B nebo enzymoimunoanalyzou (ELISA) za podminek uvedenych v oddile C. Agarovy imunodifuzni test
se muZe pouZivat pouze pii testovani individudlnich vzorkd. Jsou-li vysledky testt déivodné zpochybnény, provede
se doplitkovd kontrola prostfednictvim agarového imunodifuzniho testu.

AGID a ELISA budou normalizovdny srovndnim se sérem E05, které bude tGfednim referenénim sérem EU a bude ho
doddvat:

Friedrich-Loeffler-Institut

Federal Research Institute for Animal Health

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

17493 Greifswald — Insel Riems
Némecko

A. Agarovy imunodifuzni test na enzootickou leukézu skotu

1. Antigen, ktery se pouZzije v tomto testu, musi obsahovat glykoproteiny viru leukézy skotu. Antigen musi byt
standardizovdn srovndnim se sérem EO5.

2. Statni ustavy, ndrodni referen¢ni laboratofe nebo tfedni Gstavy uréené v souladu s ¢linkem 6a ke koordinaci
norem a diagnostickych metod testdi na enzootickou leukdzu skotu jsou povéteny kalibraci referenéniho
pracovniho antigenu laboratofe podle séra EO5.

3. Referen¢ni antigeny pouzivané v laboratofi budou nejméné jednou za rok pfedlozeny stitnim dstavim,
narodnim referenénim laboratofim nebo dfednim ustavim uréenym v souladu s ¢lankem 6a ke srovnani
se sérem EO05. Kromé této standardizace mlize byt pouzity antigen kalibrovin v souladu s metodou
popsanou v oddile B.

4. Reak¢ni ¢inidla testu jsou:

a) antigen: antigen musi obsahovat specifické glykoproteiny viru enzootické leukdzy skotu standardizované
srovnanim se sérem EO5;

b) testované sérum;
¢) pozitivni kontrolni sérum;
d) agarové zelé:

— 0,8 % agaru,

— 8,5 % NadCl,

— 0,05 M Tris-pufr pH 7,2,

— 15 ml tohoto agaru musi byt vlozeno do Petriho misky o priaméru 85 mm s vyslednou vyskou agaru
2,6 mm.

5. Do agaru se aZz na dno misky vyhloubi zkuSebni vzorec sedmi jamek prostych vlhkosti; vzorec se sklddd
z jedné Ustfedni jamky a Sesti jamek v kruhu okolo ni.

Primér ustfedni jamky: 4 mm
Primér obvodovych jamek: 6 mm

Vzdélenost mezi dstfedni a obvodovou jamkou: 3 mm
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6. Ustfedni jamka se naplni referencnim antigenem. Obvodové jamky 1 a 4 (viz oddil B odst. 3) se naplni
zndmym pozitivnim sérem; jamky 2, 3, 5 a 6 testovanym sérem. Jamky se naplni az do zmizeni menisku.

7. To znamend, Ze v jamkdch je:
— 32 pl antigenu,
— 73 pl kontrolntho séra,
— 73 pl testovaného séra.
8. Inkubace trvd 72 hodin pfi pokojové teploté (20 az 27 °C) v uzaviené vlhké komofte.
9. Test Ize odecitat po 24 nebo 48 hodindch, aviak konecny vysledek lze ziskat az po 72 hodindch:

a) testované sérum je pozitivni, jestlize vytvoif specifickou kfivku precipitace s antigenem viru leukézy skotu
(BLV), kterd je totoznd s kontrolnim sérem;

b) testované sérum je negativni, jestlize nevytvoii specifickou kiivku precipitace s antigenem BLV a jestlize
nezakfivi kiivku kontrolniho séra;

¢) reakci nelze povazovat za prikaznou, jestlize:

i) zakfivi kfivku kontrolniho séra smérem k antigenu BLV, aniZ by se vytvofila viditelnd kfivka preci-
pitace s antigenem, nebo

ii) ji nelze vyklddat jako pozitivni ani negativni.
Pfi neprikazné reakci lze test opakovat s koncentrovanym sérem.

10. Lze pouzit jakoukoliv jinou konfiguraci nebo jiny vzorec jamek za podminky, Ze pii pouziti séra E05
smichaného v poméru 1:10 s negativnim sérem vznikne pozitivni reakce.

B. Metoda standardizace antigenu

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

b) 15 ml séra leukézy skotu s protilatkami pouze na glykoproteiny viru leukézy skotu, smichaného v poméru
1:10 s 0,05 M Tris/HCl pufrem, pH 7,2, v 8,5 % NaCl;

¢) 15 ml séra leukdzy skotu s protildtkami pouze na glykoproteiny viru leukézy skotu, smichaného v poméru
1:5 s 0,05 M Tris/HCl pufrem, pH 7,2, v 8,5 % NaCl;

d) ¢tyfi umélohmotné Petriho misky o praméru 85 mm;
e) razidlo o priméru 4-6 mmy;
f) referen¢ni antigen;
g) antigen, ktery se md standardizovat;
h) vodni ldzen (56 °C).
2. Postup:

Rozpustte agarézu (1,6 %) v 0,05 M Tris/HCl pufru opatrnym zahidnim na 100 °C. Pfiblizné na jednu hodinu
ji umistéte do vodni ldzné o teploté¢ 56 °C. Do vodni ldzné o teploté 56 °C rovnéz umistéte roztok séra
bovinni leukézy.

Nyni smichejte 15 ml roztoku agarézy zahfdtého na 56 °C s 15 ml séra leukdzy skotu (1:10), rychle
zamichejte a vlijte 15 ml do obou Petriho misek. Zopakujte tento postup se sérem leukdzy skotu v fedéni 1:5.
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Kdyz agaréza ztuhne, vyhlubte jamky takto:

Petriho miska ¢. 1

Petriho miska ¢. 2
Sérum 1:10 Sérum 1:10
© ] 000
A B CDE o © o o
A B c D
Petriho miska ¢. 3 Petriho miska ¢. 4
Sérum 1:5 Sérum 1:5
[ [+] 000
A B CDE 0 o ] o

3. Pfiddni antigenu:
a) Petriho misky 1 a 3:
i) jamka A — nefedény referencni antigen,
ii) jamka B — referen¢ni antigen fedény 1:2,
iii) jamky C a E — referen¢ni antigen,
iv) jamka D — nefedény testovany antigen.
b) Petriho misky 2 a 4:
i) jamka A — nefedény testovany antigen,
i) jamka B — testovany antigen fedény 1:2,
iii) jamka C — testovany antigen fedény 1:4,
iv) jamka D - testovany antigen fedény 1:8.
4. Dal3i pokyny:
a) pokus se provede se dvéma fedénimi séra (1:5 a 1:10) za tGcelem dosazeni optimdlni precipitace;
b) je-li priimér precipitace piili§ maly v piipadé obou fedéni, musi byt sérum dile fedéno;
¢) je-li priimér precipitace v obou pifpadech piilis velky a neznatelny, musi se vybrat sérum s niz§im fedénim;

d) kone¢nd koncentrace agardzy musi byt 0,8 %, koncentrace séra 5 a 10 %;
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e) zaneste naméfené praméry do ndsledujictho soufadnicového systému. Pracovni fedéni testovaného antigenu
je to fedénti, které vykazuje stejny primér jako referen¢ni antigen.

Primér (v mm)

13

Redéni antigenti

C. Enzymoimunoanalyza (ELISA) pro zjiSténi enzootické leuk6zy skotu

1. Pouzije se ndsledujici materidl a reakéni cinidla:

a) mikrodesticky pevné féze, kyvety nebo jind pevnd fize;

=

antigen se navdZe na pevnou fazi, téZ pomoci polyklonovych nebo monoklonovych protildtek. Je-li antigen
navdzan piimo na pevnou fdzi, musi byt vSechny zkuSebni vzorky s pozitivni reakci znovu testovany
srovndnim s referenénim antigenem. Referen¢ni antigen by mél byt stejny jako testovany antigen
s vyjimkou toho, Ze nejsou piitomny antigeny BVL. Jsou-li protilitky navdzdny na pevnou fézi, nesmi
reagovat s jinymi antigeny nez antigeny BLV;

¢) testovand biologickd kapalina;

d) odpovidajici pozitivni a negativni kontrola;

e) konjugdt;

f) substrat prizpisobeny pouzitému enzymu;

g) roztok k zastaveni reakce, pokud je tieba;

h) roztoky pro fedéni testovanych vzorkd, pro pifpravu reakénich litek a pro promyvani;

i) odecitaci systém vhodny pro pouZity substrét.
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2. Standardizace a citlivost testu:

Citlivost testu ELISA musi byt takovd, aby sérum EO5 vykazovalo pozitivni reakci, je-li fedéno 10 x (vzorky
séra) nebo 250 x (vzorky mléka) vice nez fedéni jednotlivych vzorkd pochdzejicich z bazénového vzorku. Pii
testech, kdy jsou vzorky (sérum a mléko) vysetfovany jednotlivé, musi sérum EO05 zfedéné 1:10 (negativni
sérum) nebo 1:250 (negativni mléko) vykazovat pozitivni reakci, je-li testovdno ve stejném fedéni jako
jednotlivé testované vzorky. Ustavy uvedené v oddilu A odst. 2 jsou povéfeny kontrolou jakosti test(:
ELISA a zejména za urceni poctu vzorkd, které se pro vyrobni 3arzi slou¢i do bazénového vzorku na zdklade
odectu ziskaného pro sérum EO5.

3. Podminky pro pouziti testu ELISA ke zjiSténi enzootické leukdzy skotu:
a) testy ELISA mohou byt pouziviny na vzorku séra a mléka;

b) pokud se testy ELISA pouzivaji pro téely osvédcovani v souladu s ¢l. 6 odst. 2 pism. ¢) nebo pro stanoveni
a udrzeni statusu stida v souladu s piilohou D kapitolou I, provadi se vkldddni vzorka séra nebo mléka do
smési takovym zpiisobem, aby vzorky odebrané k vysetfeni mély nepochybny vztah k jednotlivému zviteti
zahrnutému ve smésném vzorku. Pipadny potvrzovaci test se musi provadét na vzorcich odebranych od
jednotlivych zvifat;

pouzivaji-li se testy ELISA na sméném vzorku mléka, odebere se tento vzorek z mléka shromédzdéného ze
stdda s nejméné 30 % dojnic v laktaci. Pfipadny potvrzovaci test se provadi na vzorcich séra nebo mléka
odebranych od jednotlivych zvifat.”
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