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KOMMISSIONENS BESLUT

av den 15 juli 1994

om djurhilsokrav och utfirdande av veterinirintyg vid import av tjursperma frin tredje

land

(94/577/EG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION
HAR ANTAGIT DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om upprattandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av radets direktiv §8/407/EEG av den 14 juni
1988 om djurhalsokrav som ar tillimpliga vid handel inom
gemenskapen med och import av sperma frin tamdjur av
notkreatur('), senast andat genom direktiv 93/60/EEG(2),
sarskilt artiklarna 10 och 11 1 detta, och

med beaktande av foljande:

Forteckningen over de tredje linder frin vilka medlems-
staterna tilliter import av tjursperma (nedan benimnd
“Forteckningen oOver tredje linder”) faststills i kommis-
sionens beslut  90/14/EEG(®), andrat genom beslut
91/276/EEG(*).

Pi grund av sjukdomssituationen i Israel infoérdes genom
kommissionens beslut 91/277/EEG(®) ett forbud mot import

fran det landet.

I kommissionens beslut 91/479/EEG(®), 91/549/EEG(?),

92/123/EEG(®), 92/124/EEG(*), 92/125/EEG(™),
92/126/EEG("),  92/127/EEG('2),  92/128/EEG("3),
92/386/EEG(), 92/387/EEG('*) och 92/445/EEG('%)

faststills kraven pa djurens halsa och villkoren for utfirdande
av veterinarintyg vid import av tjursperma frain USA,
Canada, Polen, Finland, Nya Zeeland, Osterrike, Schweiz,
Sverige, Ungern, Norge respektive Tjeckoslovakien.

(') EGT nr L 194, 22.7.1988, 5. 10.
(®) EGT nr L 186, 28.7.1993, 5. 28.
() EGT nr L 8 11.1.1990, 5. 71.
(*) EGT nr L 135, 30.5.1991, 5. 58.
(*) EGT nr L 135, 30.5.1991, 5. 60.
() EGT nr L 258, 16.9.1991, 5. 1.
() EGT nr L 298, 29.10.1991, 5. 6.
(*) EGT nr L 48,22.2.1992, 5. 1.
(*) EGT nr L 48, 22.2.1992, 5. 10.
('°) EGT nr L 48,222.1992, 5. 19.
(") EGT nr L 48, 22.2.1992, 5. 28.
() EGT nr L 48, 22.2.1992, 5. 37.
(") EGT nr L 48, 22.2.1992, 5. 46.
(%) EGT nr L 204, 21.7.1992, 5. 13.
('*) EGT nr L 204, 21.7.1992, 5. 22.
(%) EGT nr L 247, 27.8.1992, 5. 1.

Genom direktiv 93/60/EEG, vilket skall vara genomfort i
medlemsstaterna fore den 1 juli 1994, indras direktiv
88/407/EEG pa ett satt som gor det nodvandigt att andraide
beslut avseende tredje land som nimns ovan. For att férenkla
och fortydliga gemenskapens lagstiftning pa detta omride ar
det nodvindigtatt sammanstalla de ovan nimnda besluten till
ett gemensamt beslut och att upphiva giltigheten fér dem
som giller enskilda lander.

Tack vare bestimmelserna 1 Avtalet om Europeiska
ckonomiska samarbetsomradet ir det inte nédvindigt ate
bibchélla kravet pé djurhalsointyg vid import av tjursperma
fran Osterrike, Finland, Norge och Sverige.

Enligt yttrandet frin Vetenskapliga veterinirmedicinska
kommittén ir det nodvandigt att infora ett test avseende
epizootisk hemorragisk sjukdom.

Rutinmissiga forhandstester av denna sjukdom med sex
manaders intervaller sker endast 1 Canada.

For att ge de kanadensiska veterinirmyndigheterna
tillrackligt med tid for att infora det nya testet 1 sitt
rutinprogram  ir det darfor nodvandigt med en
overgangsperiod for inforandet av detta beslut vad avser
Canada.

Framstegen pé senare tid vad avser forstaelsen av bluetongue-
epidemiologin gor det mojligt att framdeles tillata import av
tjursperma fran Australien.

Det forefaller som om djurhalsosituationen t de linder som
finns med pé forteckningen over tredje lander ir god och att
den vad avser sjukdomar som kan overforas via sperma
kontrolleras av valstrukturerade och vilorganiserade
veterinarvasende.

De ansvariga veterinirmyndigheterna i de tredje linderna har
atagit sig att underritta kommissionen och medlemsstaterna
via telex eller telefax senast 24 timmar efter bekriftelse pa
forekomsten av nigon av de sjukdomar som finns pa
Internationella byrin for epizootiska sjukdomar OIEs
forteckning A eller pd varje forindring av vaccinations-
politiken som beror dem, eller ~ inom rimiig tid ~ pa
forekomsten av sjukdomar pa OIEs forteckning B samt pa
varje foreslagen indring av importreglerna for husdjur eller
for sperma eller embryon av husdjur.
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De ansvariga veterinirmyndigheterna 1 de linder som finns
med pé forteckningen 6ver tredje linder har dragit sig art
officiellt 6vervaka utfardandet av intyg enligt detta beslut och
att sakerstalla att samtliga relevanta intyg, avvikelser och
laboratorieresultat som legat till grund for utfirdandet av
intyget forblir officiellt registrerade i minst 12 manader efter
att sperman som de avser har avsints.

De ansvariga veterinarmyndigheterna i de lander som finns
med pi forteckningen 6ver tredje lander har atagit sig att for
stationer for insamling av tjursperma avsedd att exporteras
till Europeiska ekonomiska gemenskapen ansvara for det
officiella godkinnande scm faststalls i artikel 9 1 direktiv
88/407/EEG.

Kraven pd djurens hilsa och villkoren for utfirdandet av
veterinarintyg skall anpassas till djurhalsosituationen i det
berdrda tredje landet.

De atgarder som foreskrivs 1 detta beslut ar forenliga med
yttrandet frin den Stindiga veterinirkommittén.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

14Ttik€1 1

Medlemsstaterna skall tilita import av tursperma som
uppfyller de krav som anges i intygen i del 1 av bilagorna A,
B, C och D samt endast frin de lander som anges i del 2 av
bilagorna A, B, C respektive D.

Fram till den 31 december 1994 skall dock medlemsstaterna

tilldta import fran Canada av tjursperma som samlats in och
behandlats 1 enlighet med beslut 91/549/EEG.

Artikel 2

Beslut 91/479/EEG, 92/123/EEG, 92/124/EEG,
92/125/EEG, 92/126/EEG, 92/127/EEG, 92/128/EEG,
92/386/EEG, 92/387/EEG, och 92/445/EEG skall upphora
att galla.

Beslut 91/549/EEG skall upphéra ate gilla frin och med den
1 januari 1995.

Artikel 3

Bestimmelserna 1 artikel 1 forsta stycket skall i friga om
Canada galla frin och med den 1 januari 1995.

Artikel 4

Detta beslut riktar sig till medlemsstaterna.
Utfirdat 1 Bryssel den 15 juli 1994.

Pd kommissionens vignar
René STEICHEN

Ledamot av kommissionen
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BILAGA A

DELI

DJURHALSOINTYG

for import av tjursperma

1. Avséndare (namn ocn fullstdndig adress)

Intygets nummer

2. Tredje land dar sperman samlats

3. Mottagare (namn och fullstdndig adress)

4. Behdrig myndighet

Notera:
a) Ett intyg krévs for varje spermados.
b) Originalexemplaren maste folja dosen anda till destinationen.

5. Behérig lokal myndighet

6. Lastningsplats

7. Tjurstationens namn och adress

8. Transportsatt

9. Bestdmmelseort och bestdmmelsemediemsstat

11. Nummer pa spermabehdllamas férsegling

10. Godkdnnandenummer for tjurstationen

12. Identifiering av sperman

Férsk eller frusen*

(* stryk det som inte géller)

a) Antal doser b) Datum fér insamling

d) Identifiering av donatordjuret

¢) Ras
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13. Undertecknad officiell veterinar har last och ar bekant med radets direktiv 88/407/EEG i dess lydelse med
andringar och intygar foljande:

(det exporterande landets namn)

var fritt frin boskapspest och frin mul- och klovsjuka under de 12 minader som féregick samlingen av
sperman avsedd fér export och fram till avsandningsdagen, och det har under samma period inte skett nigon
vaccinesing mot dessa sjukdomar.

b) Den tjurstation dir sperman for export har samlats
1) ir godkind 1 enlighet med villkoren i bilaga A kapitel 1 i ridets direktiv 88/407/EEG,
ii) drivs och 6vervakas i enlighet med villkoren 1 bilaga A kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG,

1ii) har under en period med bérjan 30 dagar fore samlingen av sperman avsedd for export och med slut 30
dagar efter samlingen (i friga om firsk sperma fram till avsindningsdagen) varit fri fran rabies, tuberkulos,
brucellos, mjiltbrand och elakartad lungsjuka hos notkreatur.

c) Notkreaturen pa stationen for insamling av tjursperma

1) kommer frin besattningar och/eller dr fodda av kor som uppfyller kraven i bilaga B kapitel 1 i direktiv
88/407/EEG,

if) har fore insattningen 1 isolering genomgitt de prov och undersokningar som faststills 1 bilaga B kapitel 1
i direktiv 88/407/EEG,

iii) har uppfyllt de krav avseende isolering och prover som faststalls i bilaga B kapitel 1 i direktiv
$8/407/EEG,

iv) har (om de vistats p stationen minst ett ir) genomgatt de rutinmissiga undersokningar och prover som
faststalls i bilaga B kapitel 2 1 direktiv 88/407/EEG.

d) Sperman avsedd for export

1) kommer frin donatorer som har vistats 1

(det exporterande landets namn)

under de sex minader som foregick samlingen av sperman avsedd for export, vilken uppfyller kraven i
bilaga ¢ till direktiv 88/407/EEG,

ii) kommer frin donatorer som

— vistas pd en tjurstation dar samtliga notkreatur under de 12 minader som foregick samlingen av
sperman avsedd for export, med negativt utfall har genomgitt en undersokning pi forekomsten av
infektids bovin rhinotrakeit/ infektios pustulds vulvovaginit (IBR/IPV) enligt serumneutralisations-
ciler Elisa-metoden(")

eler

— som under de 12 minader som foregick samlingen av sperman avsedd for export, med negativt utfall
har genomgatt en undersokning pi forekomsten av infektios bovin rhinotrakeit/infektios pustulos
vulvovaginit (IBR/IPV) enligt serumneutralisations- eller Elisa-metoden('),

eler

— arseropositiva efter vaccination i enlighet med bilaga B kapitel 2 i radets direktiv 88/407/EEG och har
reagerat negativt pi ett serumneutralisations- eller Elisa-test som utforts pa den godkinda
tjurstationen fore vaccinationen('),

(') Stryk det som inte giller.
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eller

— ir seropositiva till ett serumneutralisations- eller Elisa-test pa forekomsten av IBR/IPV och inte ir
vaccinerade 1 enlighet med bilaga B kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG, och varav minst 10 % av
varje sidesuttomning avsedd for export (med minst 5 strin) har genomgatt ett ympningstest eller
virusisoleringstest med negativa resultat fore exporten(?),

ii1) har behandlats, forvarats och transporterats under forhillanden som uppfyller kraven i direktiv

88/407/EEG.
Utardat 1 oo cden L
(ort) (datum)
o " . Underskrift(2): oo

' )

N Stimpel G Namn med tryckbokstaver: ...

. N Officiell titel: ... .o i
(') Stryk det som inte galler.

(?) Underskriften och stimpeln skall ha en firg som avviker fran tryckfirgen.
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DEL 2

Forteckning 6ver linder som far anvinda det djurhilsointyg som visas i bilaga A del 1
TJECKIEN

UNGERN

NYA ZEELAND

POLEN

RUMANIEN

SCHWEIZ

SLOVAKIEN
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BILAGA B

DELI

DJURHALSOINTYG

for import av tjursperma frin USA

1. Avsdndare (namn och fullstdndig adress)

Intygets nummer

2. Tredje land ddr sperman samlats

3. Mottagare (namn och fullstindig adress)

4. Behorig myndighet

Notera:
a) Ett intyg krévs for varje spermados.

b) Originalexemplaren méste félja dosen &nda till destinationen.

5. Behorig lokal myndighet

6. Lastningsplats

7. Tjurstationens namn och adress

8. Transportsétt

9. Bestammelseort och bestimmelsemedlemsstat

11. Nummer pa spermabehdllarnas férsegling

10. Godkdnnandenummer for tjurstationen

12. ldentifiering av sperman

Férsk eller frusen*

(* stryk det som inte géller)

a) Antal doser b) Datum f6ér insamling

d) Identifiering av donatordjuret

c) Ras
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13. Undertecknad officiell veterinir har list och dr bekant med ridets direkeiv 88/407/EEG i dess lydelse med
andringar och intygar foljande:
(det exporterande landets namn)

var fritt frin boskapspest och frin mul- och klovsjuka under de 12 manader som foregick samlingen av
sperman avsedd for export och fram till avsandningsdagen, och det har under samma period inte skett ndgon
vaccinering mot dessa sjukdomar.

b) Den tjurstation dar sperman for export har samlats
1) ar godkind 1 enlighet med villkoren i bilaga A kapitel 11 radets direktiv 88/407/EEG,
ii) drivs och 6vervakas i enlighet med villkoren 1 bilaga A kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG,

ili) har under en period med borjan 30 dagar fore samlingen av sperman avsedd for export och med slut 30
dagar efter samlingen (i friga om farsk sperma fram till avsindningsdagen) varit fri frin rabies, tuberkulos,
brucellos, mjaltbrand och elakartad lungsjuka hos kreatur.

¢) Notkreaturen pa stationen for insamling av ursperma

1) kommer frin besittningar och/eller ar fodda av kor som uppfyller kraven i bilaga B kapitel 11 direktiv
88/407/EEG,

it) har fore insattningen 1 isolering genomgatt de prov och undersokningar som faststills i bilaga B kapitel 1
1 direktiv 88/407/EEG,

iii) har uppfyllt de krav avseende isolering och prover som faststills i bilaga B kapitel 1 1 direktiv
88/407/EEG,

iv) har (om de vistats pa stationen minst ett ir) genomgitt de rutinmassiga undersokningar och prover som
faststills i bilaga B kapitel 2 i direktiv 88/407/EEG.

d) Sperman avsedd for export

1) kommer frin donatorer som har vistats 1

(det exporterande landets namn)

under de sex minader som foregick samlingen av sperman avsedd for export, vilken uppfyller kraven i
bilaga c tll direktiv 88/407/EEG,

1) kommer frin donatorer som

— vistas pa en tjurstation dir samtliga nétkreatur under de 12 manader som foregick samlingen av
sperman avsedd for export, med negativt utfall har genomgstt en undersokning pa forekomsten av
infektios bovin rhinotrakeit/infektios pustulos vulvovaginit (IBR/IPV) enligt serumneutralisations-
e ler Elisa-metoden("),

eler

— som under de 12 minader som foregick samlingen av sperman avsedd for export, med negativt utfall
har genomgatt en undersokning pd forekomsten av infektios bovin rhinotrakeit/infektios pustulos
vulvovaginit (IBR/IPV) enligt serumneutralisations- eller Elisa-metoden("),

eler

— 4z seropositiva efter vaccination i enlighet med bilaga B kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG och har
reagerat negativt pd ett scrumneutralisations- eller Elisa-test som utforts pad den godkinda
tjurstationen fore vaccinationen('),

(") Stryk det som inte galler.
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6“5[‘

— ir seropositiva till ett serumneutralisations- eller Elisa-test pa forekomsten av IBR/IPV och inte ir
vaccinerade i enlighet med bilaga B kapitel 2 i rddets direktiv 88/407/EEG, och varav minst 10 % av
varje sidesuttdomning avsedd for export (med minst 5 strdn) har genomgitt ett ympningstest eller
virusisoleringstest med negativa resultat fore exporten('),

i) har behandlars, férvarats och transporterats under forhillanden som uppfyller kraven i direktiv
88/407/EEG.

iv) ar samlad frin tjurar som vid tva tillfallen med hégst 12 ménaders mellanrum, med negativa resultat, fére
och efter samlingen, har genomgitt foljande tester vid ett godkant laboratorium (testet efter samlingen
skall goras pa ett blodprov taget senast 21 dagar efter samlingen av sperman avsedd for export):

— ett kompetitivt Elisa-test pa forekomsten av bluetongue i enlighet med bilaga E,

— ett agargelimmunodiffusionstest enligt bilaga E och ett virusneutralisationstest pa férekomsten av alla
serotyper av epizootisk hemorragisk sjukdom som ir kinda i det exporterande landet.

UtfArdat 1 oot Sden L
(ort) (datum)

‘ N Underskrift(2): oo
Namn med tryckbokstiver: ...

' . Officiell titel: ...

(') Stryk det som inte giller.
(2) Underskriften och stampein skall ha en firg som avviker frn tryckfirgen.
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DEL 2

Forteckning over linder som far anvinda det djurhilsointyg som visas i bilaga B del 1

USA
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BILAGA C

DELI

DJURHALSOINTYG

for import av tjursperma

1. Avséndare (namn oc fullsténdig adress) Intygets nummer

2. Tredje Jand d&r sperman samlats

3. Mottagare (namn och fullstdndig adress) 4. Behdrig myndighet

Notera: 5. Behdrig lokal myndighet
a) Ett intyg krévs for verie spermados.
b) Originalexemplaren maste félja dosen &nda ill destinationen.

6. Lastningsplats 7. Tjurstationens namn och adress

8. Transportsatt 10. Godkénnandenummer for tjurstationen

9. Bestdmmelseort och bestimmelsemedlemsstat

11. Nummer pd spermaoehdllarmas férsegling

12. Identifiering av sperman Férsk eller frusen*

(* stryk det som inte géller)

a) Antal doser b) Datum fér insamling c) Ras

d) Identifiering av donatordjuret
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13. Undertecknad officiell veterinar har list och ir bekant med ridets direktiv 88/407/EEG i dess lydelse med
indringar och intygar foljande:

(det exporterande landets namn)

var frit: frin boskapspest och frin mul- och klovsjuka under de 12 minader som foregick samlingen av
sperman avsedd fér export och fram till avsindningsdagen, och det har under samma period inte skett ndgon
vaccinering mot dessa sjukdomar.

b) Den tjurstation dar sperman for export har samlats
1) ar godkind 1 enlighet med villkoren i bilaga A kapitel 1 i ridets direktiv 88/407/EEG,
i) drivs och 6vervakas i enlighet med villkoren i bilaga A kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG,

iii) har under en period med borjan 30 dagar fore samlingen av sperman avsedd for export och med slut 30
dagar efter samlingen (i friga om farsk sperma fram till avsindningsdagen) varit fri frin rabies, tuberkulos,
brucellos, mjiltbrand och elakartad lungsjuka hos nétkreatur.

¢) Notkreaturen pd stationen for insamling av tjursperma

i) kommer frin besattningar och/eller ar fodda av kor som uppfyller kraven i bilaga B kapitel 1 i direktiv
88/407/EEG,

i) har fore insittningen i isolering genomgatt de prov och undersokningar som faststills 1 bilaga B kapitel 1
i direktiv 88/407/EEG,

iii) har uppfylle de krav avseende isolering och prover som faststills i bilaga B kapitel 1 i direktiv
88/407/EEG,

iv) har (om de vistats pa stationen minst ett ir) genomgatt de rutinma.siga undersokningar och prover som
faststills 1 bilaga B kapitel 2 1 direktiv 88/407/EEG.

d) Sperman avsedd for export
1) kommer frin donatorer som har vistats 1

..................................................................................... (det exporterande landets namn)

under de sex manader som foregick samlingen av sperman avsedd for export, vilken upptyller kraven i

bilaga c till direktiv 88/407/EEG,
i) kommer frin donatorer som

— vistas pa en tjurstation dar samtliga notkreatur under de 12 minader som foregick samlingen av
sperman avsedd for export, med negativt utfall har genomgatt en undersokning pa forekomsten av
infektios bovin rhinotrakeit/infektios pustulos vulvovaginit (IBR/IPV) enligt serumneutralisations-
eller Elisa-metoden(!),

eller

— som under de 12 minader som foregick samlingen av sperman avsedd for export, med negativt utfall
har genomgatt en undersokning pd forekomsten av infektios bovin rhinotrakeit/infektios pustulos
vulvovaginit (IBR/IPV) enligt serumneutralisations- eller Elisa-metoden(*),

eller

— ir seropositiva efter vaccination i enlighet med bilaga B kapitel 2 i radets direktiv 88/407/EEG och har
reagerat negativt pa ett serumneutralisations- eller Elisa-test som utforts pi den godkinda
tjurstationen fore vaccinationen('),

(') Stryk det sora inte giller.
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eller

— ir seropos:tiva till ett serumneutralisations- eller Elisa-test pi forekomsten av IBR/IPV och inte ar
vaccinerade i enlighet med bilaga B kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG, och varav minst 10 % av
varje sidesuttomning avsedd for export (med minst 5 strin) har genomgitt ett ympningstest eller
virusisoler.ngstest med negativa resultat fére exporten('),

ii1) har behandlats, forvarats och transporterats under forhillanden som uppfyller kraven i direktiv
88/407/EEG.

iv) ar samlad fran tjurar som
— vistades pd den godkanda tjurstationen den 1 juli 1994,
eller

~ sattes in pi den godkanda tjurstationen efter den 1 juli 1994, och som med negativa resultat, fore
insattningen har genomgdtt foljande tester pd forekomsten av bluetongue och epizootisk hemorragisk
sjukdom vid ett godkant laboratorium samt i bida avseendena, med negativa resultat var sjitte manad
testas med

— ett kompetitivt Elisa-test pa forekomsten av bluetongue i enlighet med bilaga E,

— ett agargelimmunodiffusionstest enligt bilaga E och ett virusneutralisationstest pa forekomsten av alla
serotyper av epizootisk hemorragisk sjukdom som ar kinda i det exporterande landet.

UtArdat I oo sden L

‘ N Underskrift(2): oo

Y Stimpel ®) Namn med tryckbokstaver: ...

' N Officiell titel: ... ..

tryk det som inte galler.
Underskriften och stimpeln skall ha en firg som avviker fran tryckfargen.

o~
NN
w
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DEL 2

Férteckning sver linder som far anvinda det djurhilsointyg som visas i bilaga C del 1

CANADA: dock inte regionen Okanagan Valley 1 British Columbia, dvs. det omrade som avgrinsas av en linje
dragen frin en punkt pi grinsen mellan Canada och USA 120° 15’ longitud, 49° latitud nord till en
punkt 119° 35’ longitud, 50° 30’ latitud nordost till en punkt 119° longitud, 50° 45’ latitud syd till en
punkt pd gransen mellan Canada och USA 118° 15’ longitud och 49° latitud.
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BILAGA D

DEL1

DJURHALSOINTYG

for import av tjursperma

1. Avsdndare (namn och fullstandig adress) Intygets nummer

2. Tredje land dar sperman samlats

3. Mottagare (namn och fullstdndig adress) 4. Behérig myndighet

Notera: 5. Behdrig lokal myndighet
a) Ett intyg krdvs for verje spermados.

b) Originalexemplaren maste félja dosen anda till destinationen.

8. Lastningsplats 7. Tjurstationens namn och adress

8. Transportsatt 10. Godké&nnandenummer for tjurstationen

9. Bestammelseort och bestdmmelsemediemsstat

11. Nummer pa spermabehdllarnas férsegling

12. Identifiering av sperman Farsk eller frusen*

(* stryk det som inte gélter)

a) Antal doser b) Datum f6r insamling c) Ras

d) Identifiering av donatordjuret
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13. Undertecknad officiell veterinir har list och ir bekant med ridets direktiv 88/407/EEG 1 dess lydelse med
andringar och intygar toljande:
(det exporterande landets namn)

var fritt frin boskapspest och frin mul- och klovsjuka under de 12 méinader som féregick samlingen av
sperman avsedd for export och fram till avsindningsdagen, och det har under samma period inte skett nigon
vaccinering mot dessa sjukdomar.

b) Den tjurstation dir sperman for export har samlats
1) ir godkind i enlighet med villkoren 1 bilaga A kapitel 1 i radets direktiv 88/407/EEG,
i) drivs och dvervakas i enlighet med villkoren i bilaga A kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG,

1i1) har under en period med bérjan 30 dagar fore samlingen av sperman avsedd fér export och med slut 30
dagar efter samlingen (i friga om farsk sperma fram till avsindningsdagen) varit fri frdn rabies, tuberkulos,
brucellos, mjiltbrand och elakartad lungsjuka hos nétkreatur.

¢) Notkreaturen pi stationen for insamling av fjursperma

1) kommer frin besittningar och/eller ar fodda av kor som uppfyller kraven 1 bilaga B kapitel 1 1 direktiv
88/407/EEG,

ii) har fore insattningen i isolering genomgatt de prov och undersokningar som faststalls 1 bilaga B kapitel 1
i direktiv 88/407/EEG,

i) har uppfyllt de krav avseende isolering och prover som faststills i bilaga B kapitel 1 i direktiv
88/407/EEG,

iv) har (om de vistats pa stationen minst ett ir) genomgétt de rutinmassiga undersdkningar och prover som
faststills 1 bilaga B kapitel 2 i direktiv 88/407/EEG.

d) Sperman avsedd for export

i) kommer frin donatorer som har vistats i

(der exporterande landets namn)

under de sex manader som foregick samlingen av sperman avsedd for export, vilken uppfyller kraven i
bilagz c uill direktiv 88/407/EEG,

i1) komraer frin donatorer som

— vistas pi en tjurstation dir samtliga notkreatur under de 12 minader som foregick samlingen av
sperman avsedd for export, med negativt utfall har genomgatt en undersokning pa forekomsten av
infektiés bovin rhinotrakeit/infektios pustulos vulvovaginit (IBR/IPV) enligt serumneutralisations-
eller Elisa-metoden(!),

eller

— som under de 12 minader som féregick samlingen av sperman avsedd for export, med negativt utfall
har genomgatt en undersokning pi forekomsten av infektios bovin rhinotrakeit/infektios pustulos
vulvovaginit (IBR/IPV) enligt serumneutralisations- eller Elisa-metoden(?),

eller

— dr seropositiva efter vaccination i enlighet med bilaga B kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG och har
reagerat negativt pa ett serumneutralisations- eller Elisa-test som utforts pd den godkinda
tjurstationen fore vaccinationen('),

(") Stryk det som inte galler.
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eller

— ir seropositiva till ett serumneutralisations- eller Elisa-test p3 forckomsten av IBR/IPV och inte ir
vaccinerade i enlighet med bilaga B kapitel 2 i ridets direktiv 88/407/EEG, och varav minst 10 % av
varje sidesuttdmning avsedd for export (med minst 5 strin) har genomgétt ett ympningstest eller
virusisoleringstest med negativa resultat fore exporten('),

iii) har behandlats, forvarats och transporterats under forhdllanden som uppfyller kraven i direktiv
88/407/EEG.

iv) ar samlad frin tjurar som vid tv4 tillfillen med hogst 12 manaders mellanrum, med negativa resultat, fore
och efter sam’ingen, har genomgatt f5ljande tester vid ett godkint laboratorium (testet efter samlingen
skall goras pd ett blodprov taget senast 21 dagar efter samlingen av sperman avsedd for export):

— ett komperitivt Elisa-test pa forekomsten av bluetongue i enlighet med bilaga E,

— ett agargelimmunodiffusionstest enligt bilaga E och ett virusneutralisationstest pd forekomsten av alla
serotyper av epizootisk hemorragisk sjukdom som ar kinda i det exporterande landet,

— ett serumneutralisationstest pd forekomsten av Akabanevirus.

Utfardat I ..o sden Lo

(ort) (datum)

‘ N Underskrift(2): ooe i

. Stimpel @ Namn med tryckbokstiver: ...

" K Officiell titel: ...
. .
. .

(') Stryk det som inte giller.
(2) Underskriften och stimpeln skall ha en firg som avviker fran tryckfirgen.
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DEL 2

Férteckning 6ver lander som far anvinda det djurhilsointyg som visas i bilaga D del 1

AUSTRALIEN
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BILAGAE

Protokoll avseende ett kompetitivt Elisa-test med anvindning av en gruppspecifik monoklonal antikropp
(MAB) avsett pavisa eventuell forekomst av antikroppar mot bluetongue-virus

KOMPETITIVT ELISA PA FOREKOMST AV BLUETONGUE MED ANVANDNING AV
MONOKLONAL ANTIKROPP 3-17-A3

Testet kan anvindas for att pavisa forekomsten av antikroppar mot alla kinda serotyper av bluetongue-virus (BTV).

Testprincipen ir den att avbryta reaktionen mellan BTV-antigen och en gruppspecifik monoklonal antikropp
(3-17-A3) genom att tillsitta utspadningar av testserum. Antikroppar mot BTV 1 testserumet blockerar den
monoklonala antikroppens formiga att reagera och medfor en minskning av den fargutveckling som forvantas vid
tillsdttning av enzymsubstrat.

MATERIAL OCH REAGENSER

9.

. Flatbottnade mikrotiterplirar.

. Antigen, beredd enligt beskrivningen nedan.

Blockerande buffert.6sning: 5 % (mw/w) “Marvel” torrmjolkpulver, 0,1 % (v/v) Tween-20 (levereras som
polyoxyetylensorbitonmonolauratsirap) i fosfatbuffrad saltlosning (PBS).

Monoklonal antikropp: 3-17-A3 (levereras som hybridom cellkultur supernatant), lagras vid —20 °C eller
frystorkad, utspidd till forhillandet 1:50 med blockerande buffertldsning fore anvindning, riktad mot den
gruppspecifika polypeptiden P7.

Konjugat: kanin-ant:musglobulin (absorberat och eluerat), konjugerat till pepparrotsperoxidase och forvarat i
morker vid 4 °C.

Substrat och kromogen: 0,2 g ortofenyldiamin (OPD) upplost i en buffertlosning bestdende av 2,553 g citronsyra
och 4,574 g dinatriumhydrogenortofosfat, vilken tillsatts destillerat vatten upp till sammanlagt 500 ml, uppdelad
i alikvoter om 25 ml och forvarad i morker vid =20 °C och med tillsdttning av 12 ul/25 ml viteperoxid (30 % w/v)
omedelbart fére anvindningen.

JIAKTTAG FORSIKTIGHET VID HANTERING AV OPD — BAR GUMMIHANDSKAR — MIS-
STANKS VARA MUTAGEN.

1 Molar svavelsyra: 26,6 ml syra blandat i 473,4 ml destillerat vatten.
KOM IHAG — DET AR SYRAN SOM SKALL BLANDAS I VATTNET, ALDRIG VATTNET I SYRAN.
Roterande blandare.

Elisa-platlisare (provet kan avlasas visuellt).



192 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 03/Vol. 60
TESTFORMAT
H G F E D c B A
Blindprov Antigen + konjugat 1
Kontroll av MAB Antigen + MAB + konjugat 2
Egr?tig;lll Antigen + positivt serum + MAB + konjugat 3
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
Testserum
1/2 1/4 1/8 1/16 1/2 1/4 1/8 1/16 4
)
6
Testserum 7
8
9
10
11

12
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TESTPROTOKOLL
Blindprovkontroll

1 A-H ar en blindprovkontroll bestiende av BT V-antigen och konjugat. Det kan anvindas som ett blindprov for
Elisa-lasaren.

Kontroll av MAB

2 A-H ir kontrollen av den monoklonala antikroppen och bestdr av BT V-antigen, monoklonal antikropp och
konjugat. Den ar en negativ kontroll. Medelvirdet av absorbansavlasningar frin denna kontrolirad utgor
inhibitionsvirdet 0 %.

Positiv kontroll

3 A-H ir den positiva kontrollen. Den bestdr av BTV-antigen, BTV-positiva antiserumutspadningar, MAB och
konjugat. Den ir avsedd som en indikator p& att provet fungerar som det skall och inhibitionsnivierna bor vara lika
trin test tll test.

Testserum

Enligt testformatet ovan kan 18 serum provas med ett utspadningsforhillande av 1/2, 1/4, 1/8 och 1/16. Detta ger
en viss antydan om antikropptitern i testserumet. Utspidningssericn kan utokas ytrerligare s art titerna for
serumutspadning nir slutpunkten. Alternativt kan serum vid storskaliga serologiska undersékningar provas i en
enkel utspidning (1/4) eller tvd utspadningar (1/2 och 1/4) som ett snabbscreeningprov.

TILLVAGAGANGSSATT

1. Spad ut BT V-antigen till fortitrerad koncentration i fosfatbuffrad saltlosning (PBS), ultraljudsbehandla ett kort
ogonblick for att sprida ut ackumulerat virus (om ultraljudsutrustning inte finns tillganglig, pipettera kraftigt)
och tillfor 50 pul i Elisa-platens alla hil. Knacka pa plitens sidor sd att antigenet sprids.

2. Inkuberavid 37 °C i 60 minuter i en roterande blandare. Tvitta plitarna 3 ginger genom att skolja ur och tomma
hilen med osteril PBS och laska torrt med absorberande papper.

3. Tillsate 50 pl blockerande buffertlosning i varje hal. Tillsatt testserum och positivt serum i relevanta hil och spad
ut utmed hela pliten med hjalp av en flerkanalspipett. Tillsitt inte serum till blindprovkontrollen eller MAB-

kontrollen.

4. Spid, omedelbart efter tillsatsen av testserum, ut MAB i den blockerande buffertlosning (for att fortitrera
l6sningen) och tillfor 50 ul i plitens alla hil, dock inte for blindprovkontrollen.

5. Inkubera vid 37 °C i 60 minuter i en roterande blandare. Skolj ur tre ginger med PBS och liska torrt.

6. Spid ut kanin-antimuskoncentrat till 1/5 000 i blockerande buffertlosning och tillsitt 50 jul i plattans alla hal.

7. Inkubera vid 37 °C 1 50 minuter i en roterande blandare. Skélj ur tre ginger med PBS och laska torrt.

8. Tina OPDn och tillsitt omedelbart fore anviandningen 12 pl av 30 % viteperoxid i varje 25 ml OPD. Tillsatt 50
ptl i samtliga hdl i platan. Lit fargen utvecklas i ca. 10 minuter och stoppa reaktionen med 1 M svavelsyra (50 pl
per hél). Firgen skall utvecklas i MAB-kontrollhilen och i de hdl som innchiller serum UTAN antikropp mot
BTV.

9. Granska och registrera pltarna visuellt eller med en spektrofotometrisk lasare.

ANALYS AV RESULTATEN

Berikna medelavlisningen for OD med hjalp av MAB-kontrollerna. Detta representerar inhibitionsvardet 0 %.
Absorbansavlisningar av testserumen uttrycks som procent inhibitionsvarden med hjalp av f6ljande formel:

o OD vid forekomst av testserum
Procent inhibitionsvirde = 100 — ———— x 100
OD vid franvaro av testserum

Storre inhibitionsvirden dn 40 % vid serumutspadning 1/4 anses som positiva. Visuell avlasning ar mojlig eftersom
40 % inhibition ir det lizsta virdet som 6gat late kan urskilja.
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BEREDNING AV BTV ELISA-ANTIGEN
1. Tvitta 10 roux konfluenta BHK-21-celler tre ginger med serumfritt Eagles medium och infektera med
bluetongue-virus, serotyp 11 serumfritt Eagles medium.
2. Inkubera vid 37 °C och undersok dagligen med avseende pa cytopatisk effekt (CPE).

3. Om CPE kan konstateras i 80-90 % av cellskiktet i varje roux skall viruset samlas in genom art skaka loss de
celler som eventuellt sitter kvar pa glaset.

4. Centrifugera vid 2 000-3 000 vpm for att pressa samman cellerna.

5. Tag bort supernatanten och slamma cellerna pa nytt i ca. 30 ml PHS som innehéller 1 % “Sarkosyl” och 2 ml
fenolmetylsulfonylfluorid (lysisbuffert). Detta kan medféra att cellerna bildar en gelé och ytterligare lysisbuffert
kan tillforas for att minska denna effekt.

OBS! Fenylmetylsulfonylflorid ar skadligt — iakttag mycket stor forsiktighet.
6. Spring cellerna i 60 sekunder med en ultraljudssond vid en amplitud av 30 mikron.
7. Centrifugera vid 10 000 vpm i 10 minuter.

8. Forvara supernatanten vid +4°C och slamma den kvarvarande cellmassan i 10-20 ml lysisbuffert.

9. Ultraljudsbehandla och genomfor en klarning, med forvaring av supernatanten i varje skede, sammanlagt tre
ganger.

10. Samla supernatanterna och centrifugera vid 24 000 vpm 1 120 minuter vid +4°C pa en 5 ml kudde av 40 %
sackaros (v/v i PBS) med hjalp av 30 ml centrifugror typ Beckmann och en SW 28-rotor.

11. Tag bort supernatanten, tém roren helt och slamma massan 1 PBS med hjalp av ultraljud. Forvara antigenen i
alikvoter vid =70 °C.

TITRERING AV BTV ELISA-ANTIGEN

Bluetongue Elisa-antigen titreras med indirekt Elisa. Dubbla utspadningar av antigen titreras mot en konstant
utspadning (1:50) av monoklonal antikropp (3-17-A3). Har foljer protokollet:

TILLVAGAGANGSSATT

1. Spad ut BTV-antigen i PBS 6ver hela mikrotiterplaten i en dubbel utspadningsserie (50 pl/hél) med en
flerkanalspipett.

2. Inkuberaien timme vid 37 °C i en roterande blandare.

3. Skolj plitarna tre ginger med PBS.

4. Tillfér 50 pl monoklonal antikropp 3-17-A3 (utspadd 1:50) i varje hil pd mikrotiterplten.
5. Inkubera i en timme vid 37 °C 1 en roterande blandare.

6. Skolj platarna tre gdnger med PBS.

7. Tillsdre i varje hil av mikrotiterpliten 50 pl kanin-antimusglobulin konjugerat till pepparotsperoxidas, utspitt till
en fortitrerad optimal koncentration.

8. Inkubera i en timme vid 37 °C i den roterande blandaren.

9. Tillsitt substrat och kromogen enligt tidigare beskrivning. Stoppa reaktionen efter 10 minuter genom att tillsitta
1 Molar svavelsyri (50 pl/hal).

Vid det kompetitiva testet skall det finnas ett 6verskott pi monoklonal antikropp. Dirfor skall en utspadning av
antigenet viljzs som ligger pd titreringskurvan (inte pa den plana delen), vilket ger ca 0,8 OD efter 10 minuter.
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Protokoll for ett agargelimmunodiffusionstest avsett att pavisande den ev. forekomsten
av antikroppar mot epizootisk hemorragisk sjukdom

Agargelimmunodiffusioastestet skall utforas enligt foljande protokoll:

MATERIAL OCH REAGENSER

1. Antigen

Antigen som faller ut forbereds 1 ett cellodlingssystem som klarar den snabba forokningen av de akruella
serotyperna av epizootisk hemorragiskt sjukdomsvirus. BKH eller Vero-celler rekommenderas. Antigen
forekommer 1 den supernatanta vitskan nar virustillvixten har upphort, men kriver en 50-100-faldig
koncentration for att vara effektiv. Denna kan erhillas med en standardprocedur for proteinkoncentrering. Virus
1 antigenet kan inaktiveras genom att tillsatta 0,3 % (v/v) betapropiolakion.

2. Kint positiv kontrol.serum

Med hjalp av det internationella referensserumet och antigen framstills ett nationellt standardserum, vilket
standardiseras i det optimala forhillandet mot det internationella referensserumet, frystorkas och anvinds som
det kinda kontrollserumet i varje prov.

3. Testserum

TILLVAGAGANGSSATT
1. 1 % agaros som beretts 1 borat eller natriumbarbitolbuffert, pH 8,5 till 9, hills i en petriskdl med ett djup av minst
3 mm.

2. Ett testmonster bestiende av sju fuktfria hdl, vardera 5,0 mm i diameter. skirs i agaren. Monstret bestar av ett
mitthdl och, runt detta, sex hal utlagda i en cirkel med cn radie av 3 mm.

4

3. Halet 1 mitten fylls med standardantigenet. De kringliggande hilen 2, 4 och 6 fylls med kant positivt serum
medan hilen 1, 3 och 5 fylls med testserum.

4. Systemet inkuberas 1 upp till 72 timmar vid rumstemperatur i en stingd fuktkammare.

TOLKNING

Ett testserum ar positivt om det bildar en tydlig utfallningslinje med antigenet och en obruten identitetslinje med
kontrollserumet. Ett testserum ar negativt om det inte bildar en tydlig linje med antigenet och inte bojer
kontrollserumets linje. Petriskilarna skall granskas 1 indirekt belysning mot en mork bakgrund.



