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RADETS DIREKTIV 2009/156/EG
av den 30 november 2009

om djurhilsovillkor vid forflyttning och import av héstdjur frin

tredjeland
(kodifierad version)

(Text av betydelse for EES)

KAPITEL 1

ALLMANNA BESTAMMELSER

Artikel 1

Detta direktiv faststéller djurhélsovillkoren vid forflyttningar mellan
medlemsstaterna och import fran tredjeland av levande héstdjur.

Artikel 2

I detta direktiv géller foljande definitioner:

a)

b)

d)

anldggning: en jordbruks- eller trdningsanldggning, ett stall eller all-
mént uttryckt varje lokal eller inrdttning dar héstdjur brukar hallas
eller fodas upp, oavsett d&ndamélet med verksamheten.

hastdjur: vilda eller tama djur tillhdrande hést- (déribland zebror)
eller asnearterna eller avkomma genom korsningar av dessa arter.

registrerade héstdjur: varje héstdjur som registrerats enligt radets
direktiv 90/427/EEG av den 26 juni 1990 om avelsméssiga och
genealogiska  villkor  for handeln med  héstdjur inom
gemenskapen ('), identifierats genom ett identifieringsdokument
som utfardats av

i) avelsmyndigheten eller ndgon annan behorig myndighet inom det
land som djuret hdrrdr ifran och som for stambok eller register
over den ifragavarande rasen, eller

ii) ndgon internationell sammanslutning eller organisation som har
Overinseendet Gver hastar avsedda for tavling eller kapplopning.

héstdjur for slakt: héstdjur avsedda att foras till slakt antingen direkt
eller via en godkdnd uppsamlingsplats for slaktdjur som avses i
artikel 7.

héstdjur for avel och produktion: andra héstdjur 4n de som nidmns
under ¢ och d.

medlemsstat eller tredjeland som é&r fritt frén afrikansk héstpest: varje
medlemsstat eller tredjeland inom vars territorium det inte har kon-
staterats nagra kliniska, serologiska (hos ovaccinerade histdjur) eller
epidemiologiska tecken pa afrikansk héstpest under de ndrmast fo-
regdende tva dren och i vilka det inte har foretagits nigra vaccina-
tioner mot den sjukdomen under de ndrmast foregaende 12 ménader-
na.

() EGT L 224, 18.8.1990, s. 55.
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g) anmélningspliktiga sjukdomar: sjukdomar som uppforts pa forteck-
ningen i bilaga I.

h) officiell veterinér: veterindr som forordnats av en medlemsstats eller
ett tredjelands behoriga centrala myndighet.

i) tillfdlligt tillstdnd: status som tilldelats ett registrerat héstdjur som
hérrdr fran ett tredjeland och som fatt foras in till gemenskapens
territorium under en kortare period dn 90 dagar vilken ska faststéllas
med hédnsyn till hdlsoldget i ursprungslandet enligt det forfarande
som avses i artikel 21.2.

KAPITEL 1II

REGLER FOR FORFLYTTNING AV HASTDJUR MELLAN
MEDLEMSSTATERNA

Artikel 3

Medlemsstaterna far meddela tillstind for forflyttning av registrerade
histdjur inom deras territorium eller sdnda histdjur till en annan med-
lemsstat endast om de uppfyller de villkor som faststélls i artiklarna 4
och 5.

De behoriga myndigheterna i den medlemsstat till vilken djuren ar des-
tinerade fir medge allmén eller begriansad dispens for att flytta histdjur
som

— rids eller leds i samband med sport- eller rekreationsdndamal utmed
vdgar som dr beldgna nédra gemenskapens inre grénser,

— deltar i kulturella eller liknande tillstdllningar eller i aktiviteter som
organiserats av lokala organ med sérskilt tillstind och som &r be-
lagna nédra gemenskapens inre grinser,

— enbart dr avsedda att tillfalligt sldppas ut pa bete eller arbeta néra
gemenskapens inre grianser.

Medlemsstater som begagnar sig av sddana tillstdnd ska underrétta kom-
missionen om innehéllet i de dispenser som utférdats.

Artikel 4

1.  Héstdjur far inte visa nagra kliniska tecken pa sjukdom vid be-
siktning. Besiktningen maste utforas inom 48 timmar fore embarkering
eller lastning. 1 friga om registrerade héstdjur ska denna besiktning,
utan att det péaverkar tillimpningen av artikel 6, dock endast krédvas
vid handel inom gemenskapen.

2. Utan att det paverkar tillimpningen av de krav som uppréknas
under punkt 5 i friga om anmaélningspliktiga sjukdomar maéste den
officiella veterindren vid besiktningen Overtyga sig om att det inte finns
nagra skdl — mot bakgrund sidrskilt av vad dgaren eller uppfodaren
uppger — till att komma till slutsatsen att hdstdjuren under de 15 dagarna
ndrmast fore besiktningen har varit i kontakt med hédstdjur som lider av
nagon infektids eller smittsam sjukdom.
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3. Héstdjuren fir inte vara avsedda for slakt i samband med nagot
nationellt program i syfte att utrota infektiosa eller smittsamma
sjukdomar.

4.  Histdjuren maste identifieras

a) 1 friga om registrerade héstdjur genom ett identifieringsdokument
som avses 1 direktiv 90/427/EEG; detta maste sérskilt intyga att
bestimmelserna i punkterna 5 och 6 i denna artikel och artikel 5 i
detta direktiv har foljts.

Den officiella veterindren ska upphédva giltigheten av identifierings-
dokumentet under den tid de forbud ér i kraft som avses under punkt
5 1 denna artikel eller i artikel 5 i detta direktiv. Dokumentet ska,
efter det att den registrerade hésten slaktats, séindas tillbaka till den
myndighet som utfardat det. Vid tillimpningen av denna punkt ska
det forfarande foljas som avses i artikel 21.2,

b) i frAga om héstdjur som &r avsedda for avel eller produktion genom
en metod som faststills i enlighet med det forfarande som avses i
artikel 21.2.

5. Utover de krav som faststélls i artikel 5 far héstdjuren inte hérréra
fran en anldggning som har varit féremal for nagot av foljande forbud:

a) Om alla djur av de slag som dr mottagliga for den sjukdom som
forekommer inom anlédggningen inte har slaktats ska forbudstiden i
frdga om ursprungsbeséttningen utstriackas till minst

i) sex manader i friga om héstdjur som misstinks ha adragit sig
beskallarsjuka (dourine), rdknat frdn dagen for den senaste kon-
staterade eller mojliga kontakten med ett sjukt djur. Om det
giller en hingst ska forbudet dock gélla till dess att djuret
kastrerats,

ii) sex manader i frdga om rots eller histencefalomyelit, rdknat fran
den dag nidr de berdrda djuren slaktas,

iii) i fraga om infektios anemi till den dag, sedan de infekterade
djuren slaktats, de aterstdende djuren har uppvisat negativ re-
aktion pa tva Cogginstest som utforts med tre manaders
mellanrum,

iv) sex mdnader rdknat frdn det senast konstaterade fallet i frdga om
vesikuldr stomatit,

v) en ménad réknat fran det senast konstaterade fallet i fraga om
rabies,

vi) 15 dagar rdknat fran det senast konstaterade fallet i friga om
mjéltbrand.
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b) Om alla djur av de slag som dr mottagliga for sjukdomen vid en
anldggning har slaktats och lokalerna har desinficerats ska forbuden
gélla 1 30 dagar med borjan den dag di djuren destruerades och
lokalerna desinficerades, med undantag for mjiltbrand, da forbuds-
perioden omfattar 15 dagar.

De behoriga myndigheterna fér gora undantag frén dessa forbud for
trav- och kapplopningsbanor och ska meddela kommissionen inne-
hallet i de undantag som medgivits.

6. P»MI1 Nir en medlemsstat utarbetar eller har utarbetat ett frivilligt
eller obligatoriskt bekdmpningsprogram for en sjukdom som héstdjur &r
mottagliga for, far den ldgga fram programmet for kommissionen, inom
sex manader fran och med den 4 juli 1990 fo6r Belgien, Danmark,
Tyskland, Irland, Grekland, Spanien, Frankrike, Italien, Luxemburg,
Nederldanderna, Portugal och Forenade kungariket, fran och med den
1 januari 1995 for Osterrike, Finland och Sverige, fran och med den
1 maj 2004 for Tjeckien, Estland, Cypern, Lettland, Litauen, Ungern,
Malta, Polen, Slovenien och Slovakien, fran och med den 1 januari
2007 for Bulgarien och Ruménien och frdn och med den 1 juli 2013
for Kroatien, varvid sdrskilt ska framgad <«

a) sjukdomens utbredning inom territoriet,

b) skélen for programmet, med hénsyn till sjukdomens betydelse och
kostnaderna i relation till vad som stér att vinna,

c) vilket geografiskt omradde som berdrs av programmet,

d) vilka statuskategorier som ska tillimpas pé inréttningar, vilka normer
som maste uppnds for varje djurart och vilka undersékningsmetoder
som avses komma till anvéndning,

e) hur programmet Gvervakas,

f) vilka atgirder som vidtas om en anldggning av nigon anledning
skulle forlora sin sjukdomsfria status,

g) vilka atgirder som ska vidtas vid positivt utfall av de undersdkningar
som utfors inom ramen for programmet,

h) att handeln inom medlemsstatens territorium ar fri fran diskrimine-
rande inslag med hénsyn till handeln inom gemenskapen.

Kommissionen ska undersoka de program som redovisas av medlems-
staterna. Nér sd dr lampligt ska den godkdnna dem i enlighet med det
forfarande som avses i artikel 21.2. Alla ytterligare garantier, allménna
eller specifika, som kan krdvas for handeln inom gemenskapen far fast-
stillas 1 enlighet med samma forfarande. Sddana garantier fir inte ges
storre omfattning &n de som medlemsstaten kridver inom sitt eget
territorium.
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De program som Overldmnats av medlemsstaterna far dndras eller kom-
pletteras i enlighet med det forfarande som avses i artikel 21.3. And-
ringar eller tilligg till de program som redan har godkénts eller till
garantier som har faststills i enlighet med andra stycket far godkédnnas
i enlighet med samma forfarande.

Artikel 5

1.  En medlemsstat som inte dr fri frdn afrikansk héstpest far endast
sinda héstdjur fran den del av sitt territorium som anses smittad enligt
punkt 2 i denna artikel pd de villkor som anges i punkt 5.

2. En del av en medlemsstats territorium ska anses smittad med
afrikansk histpest om

a) kliniska, serologiska (hos ovaccinerade djur) eller epidemiologiska
undersokningar har pévisat férekomsten av afrikansk hédstpest under
de senaste tva aren, eller

b) vaccination mot afrikansk hédstpest har utforts under de senaste 12
ménaderna.

Den del av territoriet som anses smittad med afrikansk héstpest ska
minst omfatta

a) en skyddszon med en radie av minst 100 km kring varje plats dér
smittan finns,

b) en dvervakningszon dér ingen vaccinering dgt rum under de senaste
12 ménaderna och som stricker sig minst 50 km utanfor
skyddszonen.

3. Kontrollregler och atgirder for bekdmpning av afrikansk héstpest
inom de territorier och omraden som avses i punkt 2 med tillhdrande
undantag specificeras i radets direktiv 92/35/EEG av den 29 april 1992
om kontrollregler och atgérder for bekdmpning av afrikansk hédstpest (1).

4.  Alla vaccinerade héstdjur som pétriffas inom skyddszonen maste
registreras och mirkas i enlighet med artikel 6.1 d i direktiv 92/35/EEG.

Identifieringshandlingen eller hélsointyget ska tydligt hinvisa till en
sddan vaccination.

5.  En medlemsstat fir frdn det omrdde som anges i punkt 2 andra
stycket endast sdnda héstdjur som uppfyller foljande krav:

a) Med hidnsyn till smittspridande insekters verksamhet far héstarna
endast sdndas under vissa tider pa aret, vilka ska faststdllas i enlighet
med det forfarande som avses i artikel 21.3.

b) De fér inte visa nagra kliniska symtom pa afrikansk héstpest vid
tidpunkten for den undersdkning som avses i artikel 4.1.

(") EGT L 157, 10.6.1992, s. 19.
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¢) De maste ha genomgatt ett test for afrikansk hdstpest enligt beskriv-
ningen i bilaga IV, vilket ska ha utforts vid tva tillfallen med 21-30
dagars intervall, varvid det andra testet ska ha utforts under de tio
dagarna narmast fore avsdndningen antingen

i) med negativa resultat om de inte har vaccinerats mot afrikansk
héstpest, eller

ii) utan att en 6kning av antalet antikroppar har noterats och utan att
ha genomgitt vaccinering under de tvd nirmast foregdende ma-
naderna om de har vaccinerats mot afrikansk héstpest.

Enligt det forfarande som avses i artikel 21.2 fér efter Europeiska
myndigheten for livsmedelssékerhets yttrande andra Gvervaknings-
metoder godtas.

d) De ska ha hallits pa karanténsstation under en tid av minst 40 dagar
fore avsdndningen.

e) De ska ha skyddats fran smittspridande insekter under tiden i karan-
tdn och under transporten fran karantinsstationen till avsdndnings-
orten.

Artikel 6

Medlemsstater som tillimpar ett alternativt kontrollsystem innebérande
garantier som ar likvirdiga med dem som anges i artikel 4.5 i fraga om
forflyttning inom dessa staters territorium av héstdjur far lamna Gmse-
sidig dispens fran bestimmelserna i andra meningen i artikel 4.1 och i
artikel 8.1 b.

De ska underritta kommissionen om detta.

Artikel 7

1.  Héstdjur maste transporteras sa snart som mojligt fran ursprungs-
anldggningen till destinationsstillet, antingen direkt eller via en godkdnd
uppsamlingsplats enligt definitionen i artikel 2.2 o i radets direktiv
64/432/EEG av den 26 juni 1964 om djurhdlsoproblem som paverkar
handeln med nétkreatur och svin inom gemenskapen (1), i fordon eller
containrar som regelbundet rengérs och desinficeras med ett desinfek-
tionsmedel med de tidsmellanrum som bestdms av den medlemsstat fran
vilken djuren avsdnds. Transportfordonen maste vara inréttade pa ett
sddant sitt att histdjurens spillning, strd eller foder inte sprids ut fran
fordonet under transporten. Utan att det paverkar tillimpningen av
forordning (EG) nr 1/2005 maste transporten ske under sidana former
att héstdjurens hédlsa och vdlmaga kan skyddas pa ett effektivt sitt.

2. Den medlemsstat till vilken transporten dr destinerad fir medge
generell eller begrénsad dispens fran vissa av kraven i artikel 4.5 for alla
djur som forsetts med en speciell miarkning som utvisar att det &dr avsett
for slakt, forutsatt att det framgér av hélsointyget, i enlighet med bilaga
II1, att sadan dispens ldmnats.

(M EGT 121, 29.7.1964, s. 1977.
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Om sadan dispens ldmnats maste hastdjur avsedda for slakt transporteras
direkt till vederborande slakteri och slaktas inom fem dagar efter an-
komsten dit.

3. Den officiella veterindren ska notera identitetsnumret eller identi-
tetsdokumentets nummer for det slaktade djuret och till den behoriga
myndigheten pa avsidndningsorten, pa begiran av denna, Oversédnda ett
bevis om att djuret har slaktats.

Artikel 8

1. Medlemsstaterna ska se till att

a) registrerade héstdjur som ldmnar sina anlidggningar atf6ljs av det
identitetsdokument som anges i artikel 4.4 a och, om de &r avsedda
for handel inom gemenskapen, dven utlitande om hélsotillstand som
avses 1 bilaga II,

b) héstdjur som ar avsedda for avel, produktion eller slakt under trans-
porten atfoljs av ett hdlsointyg som stir i Overensstimmelse med
bilaga III.

2.  Hilsointyget, eller, i friga om registrerade histdjur, utlatandet om
hilsotillstdind maste, utan att det paverkar tillimpningen av artikel 6,
utfardas inom 48 timmar fore inlastningen eller senast den sista arbets-
dagen fore inlastningen, pa minst ett av de officiella spraken i den
medlemsstat frén vilken de avsdnts och den medlemsstat till vilken de
ar destinerade. Hélsointyget eller utldtandet om hilsotillstdnd ska gilla i
10 dagar. Det far inte uppta mer &n ett ark.

3. Vid forflyttning mellan medlemsstaterna av andra héstdjur &n si-
dana som é&r registrerade far de individuella hilsointyg som avses i
punkt 1 b ersittas av ett enda hélsointyg per sdndning.

Artikel 9

De regler som faststélls 1 direktiv 90/425/EEG ska sérskilt gélla for
kontroller vid ursprungsorten, for organisering och uppfoljning av de
kontroller som ska utforas av den mottagande medlemsstaten och for de
skyddsatgédrder som ska verkstéllas.

Artikel 10

Veterindra experter fran kommissionen far i den utstrickning som krévs
sékerstdlla en enhetlig tillimpning av detta direktiv och i samarbete med
de behoriga nationella myndigheterna utféra inspektioner pa platsen.
Kommissionen ska delge medlemsstaterna resultatet av dessa
inspektioner.

De medlemsstater inom vars territorium en inspektion utfors ska lamna
experterna allt det bistdnd som de behdver for att fullgéra sin uppgift.
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Allménna atgdrder for att tillimpa denna artikel ska antas i enlighet med
det forfarande som avses i artikel 21.2.

KAPITEL III
REGLER FOR IMPORT AV HASTDJUR FRAN TREDJELAND

Artikel 11

Hastdjur som importeras till gemenskapen maste uppfylla de villkor som
faststills i1 artiklarna 12-16.

Artikel 12

1. Import till gemenskapen av histdjur ska endast tillatas fran de
tredjeldnder som upptas i en forteckning som ska upprittas eller dndras
i enlighet med det forfarande som avses i artikel 21.2.

Med beaktande av hilsosituationen i tredjelandet och de garantier som
lamnas av detta land betrdffande héstdjur far det i enlighet med det
forfarande som avses i artikel 21.2 beslutas att det tillstind som fore-
skrivs 1 forsta stycket i denna punkt ska tillimpas pa hela eller delar av
det tredjelandet.

For detta andamaél och pa grundval av relevanta internationella standar-
der ska hénsyn tas till hur tredjelandet tillimpar och genomfor dessa
standarder, sérskilt principen om indelning i regioner inom sitt eget
territorium samt hygienkrav vid import fran Ovriga tredjelinder och
frdn gemenskapen.

2. Vid upprittande eller dndring av forteckningen i enlighet med
punkt 1 ska sérskilt foljande beaktas:

a) Hailsostatus for héstdjur samt for andra tamdjur och vilda djur i
tredjelandet, med sérskilt beaktande av exotiska djursjukdomar och
alla sddana aspekter av den allménna hédlso- och miljdsituationen i
tredjelandet som skulle kunna innebéra en risk for folkhélsan och
miljon i gemenskapen.

b) Tredjelandets lagstiftning pa omradet for djurs hdlsa och vélbefin-
nande.

¢) Organisationen av den behoriga veterindirmyndigheten och dess in-
spektorer, deras befogenheter, 6vervakningen av dem samt de medel
som star till deras forfogande, inklusive personal och laboratorier, for
att de ska kunna tillimpa den nationella lagstiftningen pa ett effektivt
sétt.

d) De garantier som den behdriga veterinirmyndigheten i tredjelandet
kan ge for att gemenskapens djurhédlsovillkor eller likvardiga villkor
tillimpas.
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e) Huruvida tredjelandet &r medlem i Virldsorganisationen for djurens
hidlsa (OIE) samt om informationen fran landet om infektidsa eller
smittsamma héstdjurssjukdomar pa dess territorium, sérskilt sjuk-
domar som aterfinns pa OIE:s forteckning och i bilaga I till detta
direktiv, tillhandahalls regelbundet och snabbt.

f) De garantier som tredjelandet ger for att direkt information ska
kunna ges till kommissionen och medlemsstaterna

i) inom 24 timmar dels om forekomst av infektidsa héstdjurssjuk-
domar som fortecknas i bilaga I har bekriftats, dels om fordnd-
ringar i vaccinationsprogrammet for sddana sjukdomar,

il) inom en rimlig tidsperiod om varje forslag till fordndring av de
nationella hygienbestimmelserna rérande héstdjur, sarskilt avse-
ende import av hédstdjur,

iii) regelbundet om djurhélsostatus pa dess territorium betrdffande
histdjur.

g) Erfarenheter fran tidigare import av levande hastdjur fran tredjelandet
och resultaten av de inforselkontroller som genomforts.

h) Resultat av gemenskapens inspektioner och/eller revisioner i tredje-
landet, sérskilt resultaten frdn bedomningen av de behdriga myndig-
heterna eller, nir kommissionen s fordrar, av de behdriga myndig-
heternas rapport om de inspektioner som dessa har utfort.

i) Det berorda tredjelandets regler om forebyggande och bekédmpning
av infektiosa eller smittsamma djursjukdomar, bland annat reglerna
for import av hastdjur fran andra tredjelédnder, samt tillimpningen av
dessa regler.

3.  Kommissionen ska ombesorja att uppdaterade versioner av for-
teckningen som uppréttats eller dndrats i enlighet med punkt 1 gors
tillgéngliga for allménheten.

Forteckningen kan kombineras med andra forteckningar for djur- och
folkhdlsodndamal och kan dven omfatta forlagor for hélsointyg.

4.  Sirskilda importbestimmelser for varje tredjeland eller grupp av
tredjeldnder, med beaktande av djurhélsosituationen betridffande hastdjur
i det tredjeland eller de tredjelénder som berors, ska faststillas i enlighet
med forfarandet i artikel 21.2.

5. Nérmare bestdmmelser for tillimpningen av punkterna 1-4 och
kriterier for vilka tredjelénder eller delar av tredjeldnder som ska inforas
i forteckningen enligt punkt 1 fir antas i enlighet med det forfarande
som avses 1 artikel 21.2.

Artikel 13
1.  Héstdjuren maste hérréra fran tredjeland som
a) ar fritt fran afrikansk héstpest,

b)i minst tvda & har varit fritt frdn  venezuelansk
histencefalomyelit (VEE),

¢) i sex manader har varit fritt frén beskéllarsjuka (dourine) och rots.
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2. I enlighet med det forfarande som avses i artikel 21.2 far det
beslutas

a) att bestimmelserna i punkt 1 i denna artikel ska gélla for endast en
del av det tredjelandets territorium.

Nér de krav som uppstillts for afrikansk héstpest dr begrénsade till
en region maste minst de villkor uppfyllas som anges i artiklarna 5.2
och 5.5.

b) att kridva ytterligare garantier i friga om sjukdomar som &r frim-
mande for gemenskapen.

Artikel 14

Innan de lastas for transport till den medlemsstat till vilken de &r des-
tinerade maste héstdjuren, under en tidsperiod som ska faststdllas genom
de beslut som ska antas i enlighet med artikel 15, ha vistats kontinuer-
ligt inom det tredjelandets territorium eller den berérda delen av detta
eller, i héndelse av regionalisering, inom den del av territoriet som
definierats i enlighet med artikel 13.2 a.

De maste hdrréra fran en anliggning som stir under veterindr tillsyn.

Artikel 15

Import av hdstdjur fran ett tredjelands territorium eller ndgon del dérav
som definierats enligt artikel 13.2 a och som é&r uppfort pd den for-
teckning som upprittats i enlighet med artikel 12.1 ska inte medges
annat d4n om héstdjuren utdver kraven i artikel 13 uppfyller

a) de djurhilsovillkor som antagits med hénsyn till de berorda arterna,
kategorierna av histdjur, i enlighet med det forfarande som avses i
21.2 for import av héstdjur frén det landet.

Till grund for faststillandet av dessa djurhélsovillkor krav ska ligga
de normer som anges i artiklarna 4 och 5, och

b) foljande krav i fraga om ett tredjeland som inte varit fritt frdn vesi-
kulédr stomatit eller virusarterit under de senaste sex manaderna:

1) De maéste hdrrora frdn en anldggning som har varit fri frdn vesi-
kulér stomatit under minst sex méanader och de méste ha uppvisat
negativ reaktion vid ett serologiskt prov fore avsidndandet.

ii) I frdga om virusarterit maste héstdjur av hankdn, oavsett vad som
sdgs 1 artikel 19 b, ha uppvisat negativ reaktion vid ett serologiskt
prov eller vid ett virusisoleringsprov eller vid nigot annat prov
som &r erkédnt i enlighet med det forfarande som avses i arti-
kel 21.2 och som skulle garantera frihet fran viruset.
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I enlighet med det forfarande som avses i artikel 21.2 och efter
yttrande fran Europeiska myndigheten for livsmedelssékerhet far
de kategorier histdjur av hankén som ska omfattas av detta krav
definieras.

Artikel 16

1.  Haéstdjuren maste identifieras i enlighet med artikel 4.4 och atfoljas
av ett hilsointyg som utfirdats av en officiell veterinér fran det expor-
terande tredjelandet. Detta intyg maste

a) ha utfirdats samma dag som djuren lastats for export till den med-
lemsstat till vilken de &r destinerade eller, i friga om registrerade
héstar, sista vardagen fore inlastningen,

b) ha avfattats pa minst ett av de officiella spraken i de medlemsstater
till vilka djuren &r destinerade och pé ett av de officiella spraken i
den medlemsstat diar importbesiktningen foretas,

c) atfolja djuren i original,

d) styrka att djuren uppfyller kraven i detta direktiv liksom de krav som
faststélls genom detta direktiv vad géller inforsel fran tredjeland,

e) bestd av ett enda ark,

f) utfirdas for en enda mottagare eller, i friga om djur for slakt, for en
séndning, forutsatt att djuren &r ordentligt mérkta och identifierade.

Medlemsstaterna ska underrdtta kommissionen om de anvinder sig
av denna valmgjlighet.

2.  Hiélsointyget maste utfardas pa ett formuldr som Overensstimmer
med en forlaga som utarbetats i enlighet med det forfarande som avses i
artikel 21.2.

Artikel 17

1.  Omedelbart efter ankomsten till den medlemsstat till vilken djuren
ar destinerade ska héstdjur som ar avsedda for slakt foras till ett slakteri,
antingen direkt eller via en godkdnd uppsamlingsplats som avses i
artikel 7 och i Overensstimmelse med djurhdlsokrav slaktas inom en
tidsfrist som specificerats i de beslut som ska antas enligt artikel 15.

2. Utan att det paverkar tillimpningen av de eventuella sdrskilda
villkor som kan ha uppstillts enligt det forfarande som avses i arti-
kel 21.2 far den behdriga myndigheten i den medlemsstat till vilken
djuren dr destinerade, av hénsyn till djurhélsan, anvisa det slakteri till
vilket héstdjuren ska foras.

Artikel 18

Inspektionerna ska utforas pa stéllet av veterindra experter fran med-
lemsstaterna och kommissionen for att kontrollera om bestdmmelserna i
detta direktiv och sidrskilt foreskrifterna i artikel 12.2 tillimpas i
praktiken.
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Om de kontroller som utforts i enlighet med de villkor som anges i
denna artikel foranleder allvarliga anmérkningar mot en godkdnd an-
laggning ska kommissionen omedelbart underritta medlemsstaterna och
genast besluta om tillfédllig indragning av tillstindet. Det definitiva be-
slutet ska tas i enlighet med det forfarande som avses i artikel 21.3.

De experter frdn medlemsstaterna som har att utfora dessa kontroller ska
utses av kommissionen pa forslag av medlemsstaterna.

Dessa kontroller ska goras pa gemenskapens védgnar och gemenskapen
ska std for alla ddrmed forenade kostnader.

Hur ofta dessa kontroller ska utforas och enligt vilket forfarande ska
bestdimmas i enlighet med det forfarande som avses i artikel 21.2.

Artikel 19

I enlighet med det forfarande som avses i artikel 21.2

a) far det beslutas att import fran tredjeland eller del av tredjeland ska
begrinsas till vissa arter eller kategorier av héstdjur,

b) ska, utan hinder av vad som sdgs i artikel 15, foreskrivas sdrskilda
villkor for att utfarda tillstdnd till inforsel av registrerade hastdjur
eller histdjur som &r avsedda for speciella &ndamal under en begrén-
sad tidsperiod eller for att de ska fa aterinforas till gemenskapens
territorium efter att tillfalligt ha forts ut,

c) ska villkoren for att omvandla ett tillfalligt inforseltillstand till ett
permanent sddant faststillas,

d) far ett referenslaboratorium for gemenskapen for en eller flera av de
héstdjurssjukdomar som anges i bilaga I utses och funktionerna,
uppgifterna och forfarandena for samarbetet med de laboratorier
som ansvarar for diagnostiken av hdstdjurs infektionssjukdomar i
medlemsstaterna ska foreskrivas.

KAPITEL IV

SLUTBESTAMMELSER

Artikel 20

Bilagorna -1V ska revideras i enlighet med det forfarande som anges i
artikel 21.3.

Artikel 21

1. Kommissionen ska bitrddas av stindiga kommittén for livsmedels-
kedjan och djurhélsa, som inréttats genom artikel 58 i Europaparlamen-
tets och radets forordning (EG) nr 178/2002 av den 28 januari 2002 om
allménna principer och krav for livsmedelslagstiftning, om inréttande av
Europeiska myndigheten for livsmedelssédkerhet och om forfaranden i
fragor som giller livsmedelssikerhet (1).

(" EGT L 31, 1.2.2002, s. 1.
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2. Nér det hénvisas till denna punkt ska artiklarna 5 och 7 i beslut
1999/468/EG tillampas.

Den tid som avses i artikel 5.6 i beslut 1999/468/EG ska vara tre
manader.

3. Naér det hénvisas till denna punkt ska artiklarna 5 och 7 i beslut
1999/468/EG tilldmpas.

Den tid som avses i artikel 5.6 i beslut 1999/468/EG ska vara 15 dagar.

Artikel 22

Direktiv 90/426/EEG i dess lydelse enligt rittsakterna som anges i
bilaga V, del A, ska upphora att gélla, utan att det paverkar medlems-
staternas skyldigheter vad géller tidsfristerna for inforlivande med na-
tionell lagstiftning av de direktiv som anges i bilaga V, del B.

Hénvisningar till det upphdvda direktivet ska anses som hénvisningar
till detta direktiv och ska ldsas enligt jaimforelsetabellen 1 bilaga VI.

Artikel 23

Detta direktiv trdder i kraft den tjugonde dagen efter det att det har
offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.

Artikel 24

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.
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BILAGA 1

ANMALNINGSPLIKTIGA SJUKDOMAR

Foljande sjukdomar omfattas av anmélningsplikt:

Beskallarsjuka (dourine).

Rots.

Hastencefalomyelit (av alla typer, inklusive VEE).
Infektids anemi.

Rabies.

Mjéltbrand.

Afrikansk héstpest.

Vesikuldr stomatit.
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BILAGA 11

FORLAGA
UTLATANDE OM HALSOTILLSTAND (%)

Undertecknad forsdkrar (Y) att det héstdjur som identifieras ovan uppfyller 6l-
jande krav:

a) Det har besiktigats denna dag och visar inget kliniskt tecken pd sjukdom.

b) Det ér inte avsett for slakt inom ramen for ndgot nationellt program for
bekdmpning av smittsamma eller infektiosa sjukdomar.

¢) — Det kommer inte fran ett territorium eller en del av ett territorium inom en
medlemsstat som omfattas av restriktioner pa grund av afrikansk héstpest
eller

det kommer fran ett territorium eller en del av ett territorium inom en
medlemsstat som omfattas av restriktioner av djurhilsoskél och har vid
karanténsstationen .. ... mellan ..... och ..... med tillfredsstéllande
resultat genomgatt de undersdkningar som faststillts i artikel 5.5 i direktiv
2009/156/EG (°).

— det har inte vaccinerats mot afrikansk héstpest, eller
det har vaccinerats mot afrikansk héstpest den .................. ©) (9.

d) Det kommer inte fran en anldggning som omfattats av forbud av djurhilsoskél
och har inte heller varit i kontakt med héastdjur fran nédgon anlidggning som
omfattats av forbud av djurhdlsoskél

— i fraga om héstdjur som misstidnks ha angripits av beskallarsjuka (douri-
ne), under sex manader rdknat frin dagen for den senaste faktiska eller
mojliga kontakten med ett sjukt djur varvid dock, om det ar fraga om en
hingst, forbudet ska gélla till dess att djuret kastrerats,

— 1 fraga om rots eller histencefalomyelit, under sex manader rdknat fran
den dag nér de hidstdjur som led av den ifrdgavarande sjukdomen slaktats,

— i frdga om smittsam anemi, fram till den dag d& de djur som aterstar efter
slakten av de smittade djuren har visat negativ reaktion pa tva Cogginstest
utférda med tre manaders mellanrum,

— 1 fradga om vesikuldr stomatit, under sex ménader rdknat fran det senast
intraffade fallet,

— 1 frdga om rabies, under en ménad rdknat frén det senast intrdffade fallet,

— 1 fraga om myjéltbrand, under 15 dagar ridknat fran det senast intrdffade
fallet,

— om samtliga djur tillhdrande en art som &r mottaglig for sjukdomen och
befinner sig inom anldggningen har slaktats och lokalerna har desinfice-
rats, under 30 dagar, rdknat fran den dag ndr djuren destruerades och
lokalerna desinficerades, med undantag for mjdltbrand, dar forbudsperio-
den &r 15 dagar.

(*) Detta utlatande krdvs inte nédr det finns ett bilateralt avtal i enlighet med artikel 6 i
direktiv 2009/156/EG.

() Giller i 10 dagar.

(°) Stryk det som inte géller.

(9) Vaccinationsdatum maste anges i passet.
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e) Under de senaste 15 dagarna fore denna forsdkran har det savitt jag vet inte
varit i kontakt med héstdjur som lider av ndgon infektids eller smittsam
sjukdom.

f) Det befann sig vid besiktningen i ett hélsotillstand som tillit den planerade
transporten i enlighet med bestimmelserna i forordning (EG) nr 1/2005 ().

Datum Ort Den officiella Veterma-renslstampel och
namnteckning (')

(") Namnfortydligande och befattning.

(*) Detta utlatande fritar inte transportorerna fran deras skyldigheter enligt gemenskapens
bestaimmelser betriaffande i synnerhet hélsotillstdndet for djur som ska transporteras.
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EUROPEISKA GEMENSKAPEN

BILAGA 11

FORLAGA
HALSOINTYG

for handel mellan medlemsstater

HASTDJUR

Djurhélsointyg fér handel inom gemenskapen

I.1. Avsandare 1.2. Intygets referensnummer l.2.a. Lokalt referensnummer
Namn
1.3. Central behérig myndighet
Adress
Postnr 1.4. Lokal behérig myndighet
1.5. Mottagare 1.6. Nr pa tillhérande originalintyg
§| Nam Nr pa tilhdrande dokument
c
% Adress 1.7.
i Postnr
®
£ | 1.8. Ursprungsland 1SO-kod 1.9. Ursprungsregion Kod 1.110.  Bestdmmelse- 1SO-kod 1.11.  Bestdmmelsere- Kod
© land gion
g | | | |
£
g 1.12. Ursprungsort 1.13. Bestammelseort
> 5 ’ .
= Féretag [ Uppsamlingsplats [ Ovriga [0 Foretag (] Uppsamlingsplats [] Anlaggning 1
3 Ovriga [
° Namn Godkannande nr Namn Godkannande nr
Adress Adress
Postnr Postnr
1.14. Lastningsort 1.15. Datum och klockslag fér avresa
Postnr
1.16. Transportmedel 1.17. Transportdr
Flyg (1 Fartyg (] Jarnvagsvagn [] Namn Godkénnande nr
Vagtransport [] Ovriga [ Adress
Identifikation:
Postnr Medlemsstat
1.18. Beskrivning av varan 1.18. Varukod (KN)
1.20. Antal/Kvantitet
.21, 1.22. Antal férpackningar
1.23. Containernummer/férseglingens hummer 1.24. Typ av férpackning
1.25. Varorna intygas vara avsedda som/for
Avel [J Registrerade hastar [] Slakt (] Ovriga [
1.26. Transitering genom tredje land [} 1.27. Transitering genom medlemsstaterna 1
Tredje land 1SO-kod Medlemsstat 1SO-kod
Utférselstalle Kod Medlemsstat 1SO-kod
Inférselstélle Grénskontrollstationens nr Medlemsstat 1SO-kod
1.28. Export [] 1.29. Beraknad transporttid
Tredje land 1SO-kod
Utférselstélle Kod
1.30. Férdplan
Ja [ Nej [
1.31. Identifiering av varorna
Arter (Vetenskapligt namn) System for identitetsmérkning
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VB
EUROPEISKA GEMENSKAPEN Registrerade héstdjur, histdjur fér avel och brukséndamal, hastdjur for slakt
Il.a. Intygets referens- Il.b. Lokalt referens-
I, Halsoinformation (') nummer nummer
Undertecknad intygar att det djur/de djur som beskrivs ovan uppfyller féljande krav:
1.1 Det/de har undersokts denna dag och visar inga kliniska tecken pa sjukdom.
.2 Det/de &r inte avsedda for slakt inom ramen fr ett nationellt program fér bekédmpning av nagon smittsam eller infektiés
sjukdom.
1
.E‘ antingen (3)  [Il.3 Det/de kommer inte fran ett territorium eller en del av ett territorium inom en medlemsstat som omfattas av restriktioner
= pa grund av afrikansk hastpest.]
3
eller (3) 1.3 Det/de kommer fran ett territorium eller en del av ett territorium inom en medlemsstat som har alagts restriktioner pa

grund av aftikansk hastpest, har | minst 40 dagar foére avséndningen vistats pa karanténstationen ............cccoeeiea
som skyddats fran smittspridande insekter och har genomgatt ett test for pavisande av antikroppar mot afrikansk
héstpestvirus enligt beskrivningen i bilaga IV till direktiv 2009/156/EG som utfdrdes samtidigt pa tva blodprover som
togs med 21-30 dagars mellanrum den ... (datum) och under de tio dagarna fére avséndningen
den ..o (datum)

antingen (%) [med negativt resultat i varje fall om det/de inte har vaccinerats mot afrikansk héstpest.]

eller (3) [utan 8kning av antalet antikroppar om det/de har vaccinerats mot afrikansk hastpest.]
antingen (3)  [I1.4 Det/de har inte vaccinerats mot afrikansk héastpest.]
eller (2) [Il.4 Det/de vaccinerades mot afrikansk hastpest den ..o (datum),

antingen (°)  [minst tva manader fére utfardandet av intyget.]
eller (3) [minst tva manader fére inférandet i karantanstationen.]

1.5 Det/de kommer inte fran en anlaggning/anlaggningar som var féremal fér nagra férbud av djurhdlsoskal som omfattade
minst ett av féljande villkor:

antingen (3)  [Inte alla djur pa anlaggningen av de arter som & mottagliga fér sjukdomarna i a-g nedan har slaktats och fdrbudet

varade

a) i fraga om hastdjur som misstanks ha adragit sig beskaéllarsjuka (dourine)

antingen ()  [i minst sex manader raknat fran dagen fér den senaste konstaterade eller méjliga kontakten med ett
djur som var sjukt i eller smittat med Trypanosoma equiperdum,]

eller (3) [i fraga om hingstar till dess att djuret kastrerats,]

b) i fraga om rots i minst sex manader raknat fran den dag da de hastdjur som led av sjukdomen eller som
uppvisade positivt resultat pa ett test for pavisande av den orsakande patogenen Burkholderia mallei
eller av antikroppar mot patogenen avlivades och destruerades,

c) i fraga om alla typer av hastencefalomyelit i minst sex manader réknat fran den dag da de hastdjur som

led av sjukdomen slaktades (utom vid infektion med West Nile virus d& sex manadersperioden réknas
fran dagen da de smittade hastdjuren dog) flyttades fran anlaggningen eller var fullt friska,
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EUROPEISKA GEMENSKAPEN Registrerade héstdjur, histdjur for avel och brukséndamal, hastdjur for slakt

Il Hilsoinformation (") IL.a. Intygets ILb. Lokalt
referensnummer referensnummer

d) i fraga om infektiés anemi till den dag da, efter det att de smittade djuren slaktats, de aterstaende djuren uppvisade
negativ reaktion pa Coggins' test som utférdes pa tva blodprover som togs med tre manaders mellanrum,

e) i fraga om vesikuldr stomatit i minst sex manader raknat fran det senast intréffade fallet,
f) i fraga om rabies | minst en manad réknat fran det senast intraffade fallet,
9) i fraga om mjaltbrand i minst 15 dagar réknat fran det senast intraffade fallet.]

eller (%) [Efter fall av beskéllarsjuka (dourine), rots, alla typer av hastencefalomyelit, infektis anemi, vesikular stomatit, mjéltbrand eller
rabies har samtliga djur av de arter pa anléggningen som &r mottagliga for sjukdomen i fraga slaktats eller avlivats och férbudstiden
varade i 30 dagar, eller i 15 dagar vid mjéltbrand, réknat fran den dag da desinfektionen av lokalerna efter destruering av djuren

avslutades med tillfredsstéllande resultat.]

1.6 Under de senaste 15 dagarna fore denna férsakran har det/de savitt jag vet inte varit i kontakt med hastdjur som lider av nagon
infektiés eller smittsam sjukdom.

.7 Det/de befann sig vid besiktningen i ett halsotillstand som tilldt den planerade transporten i enlighet med bestdmmelserna i
férordning (EG) nr 1/2005 (3).

Anmérkningar
Del |

Falt 1.6: Ska for hastdjur som fortecknas i Washingtonkonventionen om skyddade arter och produkter av dessa 6verensstamma med numret pa Cites-
tillstandet.

Falt 1.16: Registreringsnummer (jamvégsvagn, container eller lastbil), fightnummer (flyg) eller namn (fartyg).

Falt 1.19: Ange lamplig kod enligt Harmoniserade systemets nomenklatur (Varldstullorganisationen): 01.01.01 eller 01.01.06.19.

Falt 1.31: Art: Hast, asna, mula, mulasna, zebra (inklusive korsningar av dessa).

Identifieringssystem: Ska till och med den 31 december 2009 vara det identifieringsnummer som beskrivs i artikel 2 i kommissionens beslut 2000/68/EG
och fran och med den 1 januari 2010 det unika livslanga nummer som beskrivs i artikel 2 d i avsnitt 1 A 4 i bilaga | till kommissionens férordning (EG) nr
504/2008.

Del Il

() Uppgifterna i Il.1-I1.6 krévs inte nér det finns ett bilateralt avtal i enlighet med artikel 6 i direktiv 2009/156/EG.

(3) Stryk det som inte &r tillampligt.

(%) Detta intyg fritar inte transportdrerna fran deras skyldigheter enligt gemenskapens bestdmmelser betréffande i synnerhet halsotillstandet fér djur som
ska transporteras.

— Detta intyg géller i tio dagar.

— Stampeln och namnteckningen ska vara i en annan farg an 6vriga uppgifter i intyget.

Officiell veterinar eller officiell inspektor

Namn (med versaler): Titel och befattning:
Lokal veterindrenhet: Lokal veterinérenhets nr:
Datum: Underskrift:

Stampel
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BILAGA IV

AFRIKANSK HASTPEST
DIAGNOSTISERING
DEL A
Serologiska tester

Den serologiska metoden é&r ett Elisa-test (enzyme-linked immunosorbent assays)
baserat pa kapitel 2.5.1 avsnitt B punkt 2 i Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals (upplaga 2016) som antogs av OIE:s World
Assembly of Delegates i maj 2012.

Virusproteinet VP7 ér ett betydande immunodominant antigen i afrikansk hést-
pest-virus (AHSV) och dr konserverat i de nio AHSV-serotyperna. Rekombinanta
AHSV-VP7-proteiner har visat sig vara stabila, ofarliga och lampliga att anvénda
som antigener i Elisa-metoder for bestimning av AHSV-antikroppar med en hog
sensitivitet och specificitet (Laviada et al. (1992b) ('), Maree och Paweska
(2005)). Indirekt Elisa och blockerande Elisa dr de tvdA AHS-VP7 Elisa-tester
som dr lampliga for serologisk diagnostisering av afrikansk héstpest (AHS).

1. Indirekt Elisa for pavisande av antikroppar mot afrikansk hist-
pest-virus (AHSV)

Konjugatet som anvédnds i denna metod &r ett antihdstgammaglobulin
konjugerat med pepparrotsperoxidas (HPR) som reagerar med serum
fran hastar, mulor och asnor. Den metod som beskrivs av Maree och
Paweska (2005) (*) anvinder protein G som konjugat som ocksé rea-
gerar med zebraserum.

Antigenet tillhandahélls pa begéran av Centro de Investigacion en
Sanidad Animal (CISA) i Spanien inom 4—6 ménader.

1.1 Testforfarande
1.1.1 Fast fas

1.1.1.1  Coata Elisa-plattorna med rekombinant AHSV-4 VP7 som spiitts i en
karbonat-bikarbonatbuffert med pH 9,6. Inkubera plattorna dver natten
vid 4 °C.

1.1.1.2  Skolj plattorna fem ganger med destillerat vatten innehéllande 0,01 %
(v/v) Tween 20 (tvittlosning). Sla forsiktigt plattorna mot ett absorbe-
rande material for att fa bort eventuella tvittrester.

1.1.1.3  Blockera plattorna med fosfatbuffrad koksaltlésning (PBS) (pH 7,2)
innehdllande 5 % (w/v) skummjolk (Nestlé Dry Skim Milk™), 200
ul/brunn, i en timme vid 37 °C.

1.1.1.4  Avldgsna den blockerande 16sningen och sl forsiktigt plattorna mot ett
absorberande material.

(") Laviada M.D., Roy P. och Sanchez-Vizcaino J.M., ”Adaptation and evaluation of an

indirect ELISA and immunoblotting test for African horse sickness antibody detection”,
Bluetongue, African Horse Sickness and Related Orbiviruses: Proceedings of the Second
International Symposium, Walton T.E. & Osburn B.I. (Eds), CRC Press, Boca Raton,
Florida, Forenta staterna, 1992b, s. 646—650.

(3 Maree S. och Paweska J.T, “Preparation of recombinant African horse sickness virus
VP7 antigen via a simple method and validation of a VP7-based indirect ELISA for the
detection of group-specific IgG antibodies in horse sera”, J. Virol. Methods, 2005,
125(1), s. 55-65.
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1.1.2
1.1.2.1

1.1.2.2

1.1.3
1.1.3.1

1.1.3.2

1.1.4
1.1.4.1

1.1.4.2

1.2
1.2.1

1.2.2

123

1.2.4

Prover

De serumprover som ska testas samt positiva och negativa kontroll-
serum spédds 1:25 i PBS innehallande 5 % (w/v) skummjélk och 0,05
% (v/v) Tween 20, 100 pl/brunn. Inkubera i en timme vid 37 °C.

Vid titreringen gors en tvédfaldig spadningsserie frén 1:25 (100 pl/
brunn), ett serum per kolumn pé plattan, och detsamma gors med de
positiva och negativa kontrollerna. Inkubera i en timme vid 37 °C.

Skolj plattorna fem génger med destillerat vatten innehéallande 0,01 %
(v/v) Tween 20 (tvattlosning). Sla forsiktigt plattorna mot ett absorbe-
rande material for att fa bort eventuella tvittrester.

Konjugat

Tillsatt 100 pl/brunn av HRP-konjugerat antihdstgammaglobulin som
spitts i PBS innehéllande 5 % mjolk och 0,05 % Tween 20 (pH 7,2).
Inkubera i en timme vid 37 °C.

Skolj plattorna fem génger med destillerat vatten innehéallande 0,01 %
(v/v) Tween 20 (tvattlosning). Sla forsiktigt plattorna mot ett absorbe-
rande material for att fa bort eventuella tvéttrester.

Kromogen/substrat

Tillsdtt 200 pl/brunn av kromogen-/substratlosning (10 ml 80,6 mM
DMAB [dimetylaminobensaldehyd] och 10 ml 1,56 mM MBTH [3-
metyl-2-bensotiazolinhydrazonhydroklorid] och 5 pl H,O5).

Fargutvecklingen stoppas genom tillsats av 50 pl 3N H,SO, efter cirka
5-10 minuter (innan det negativa kontrollprovet borjar firgas).

Andra kromogener sdsom ABTS (2,2"-azino-bis-[3-etylbensotiazolin-6-
sulfonsyra]), TMB (tetrametylbensidin) eller OPD (orto-fenyldiamin)
kan ockséd anvéndas.

Avlas plattorna vid 600 nm (eller 620 nm).

Tolkning av resultaten

Berdkna cut-off-vérdet genom att ldgga till 0,06 till det negativa kon-
trollvérdet (0,06 &r standardavvikelsen for en grupp med 30 negativa
serum).

Prover som ger absorbansvirden som é&r lagre &n cut-off-vérdet ska
betraktas som negativa.

Prover som ger absorbansvdrden som dr hogre &n cut-off-vérdet (+
0,15) ska betraktas som positiva.

Prover som ger absorbansvérden som ligger mellan negativt och posi-
tivt ska betraktas som osidkra och en annan metod maste anvindas for
att bekrafta resultatet.



02009L0156 — SV — 18.10.2016 — 002.001 — 23

2.1
2.1.1
2.1.1.1

2.1.12

2.1.2
2.1.2.1

2,122

2.13
2.1.3.1

2.13.2

Blockerande Elisa for pavisande av antikroppar mot afrikansk
héstpest-virus (AHSV)

Det kompetitiva blockerande Elisa-testet dr utformat for att pavisa
specifika AHSV-antikroppar i serum fran alla arter av héstdjur (dvs.
héstar, &snor, zebror och korsningar av dessa), och ddrmed undviks
problemet med specificitet som ibland har uppkommit vid indirekt
Elisa.

Principen for testet dr en blockering av reaktionen mellan det rekom-
binanta VP7-proteinet som dr absorberat till Elisa-plattan och en kon-
jugerad AHS-VP7-specifik monoklonal antikropp. Om antikroppar
finns i testserumet blockeras reaktionen mellan antigenet och den mo-
noklonala antikroppen, vilket minskar fargutvecklingen. Eftersom den
monoklonala antikroppen riktas mot VP7 har testet en hog sensitivitet
och specificitet.

Det kompetitiva blockerande Elisa-testet 4r kommersiellt tillgdngligt.

Testforfarande
Fast fas

Coata Elisa-plattorna med 50-100 ng rekombinant AHSV-4 VP7 som
spatts 1 en karbonat-bikarbonatbuffert med pH 9,6. Inkubera dver nat-
ten vid 4 °C.

Skolj plattorna tre ganger med PBS 0,1x innehéllande 0,135 M NaCl
och 0,05 % (v/v) Tween 20 (PBST). Sla forsiktigt plattorna mot ett
absorberande material for att fa bort eventuella tvéttrester.

Prover och kontroller

De serumprover som ska testas samt positiva och negativa kontroll-
serum spads 1:5 i ett spddningsmedel innehallande 0,35 M NacCl, 0,05
% (v/v) Tween 20 och 0,1 % Kathon, 100 pl/brunn. Inkubera i en
timme vid 37 °C.

Vid titreringen gors en tvafaldig spddningsserie av testserumet fran
1:10 till 1:280 over atta brunnar (100 pl/brunn), ett serum per kolumn
pé plattan, och detsamma gors med de positiva och negativa kontrol-
lerna. Inkubera i en timme vid 37 °C.

Skolj plattorna fem géanger med PBS 0,1x innehallande 0,135 M NaCl
och 0,05 % (v/v) Tween 20 (PBST). Sla forsiktigt plattorna mot ett
absorberande material for att fa bort eventuella tvéttrester.

Konjugat

Tillsdtt 100 pl/brunn av HPR-konjugerade monoklonala antikroppar
mot VP7. Denna monoklonala antikropp har 1 forvdg spitts
1:5000-1:15000 i en 1:1 18sning av StabiliZyme Select® Stabilizer
(SurModics, referens: SZ03) och destillerat vatten. Inkubera i 30 mi-
nuter vid 37 °C.

Skolj plattorna fem géanger med PBS 0,1x innehallande 0,135 M NaCl
och 0,05 % (v/v) Tween 20 (PBST). Sla forsiktigt plattorna mot ett
absorberande material for att fa bort eventuella tvéttrester.
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2.14 Kromogen/substrat

Tillsdtt 100 pl/brunn av kromogen-/substratlosning, dvs. 1 ml 5 mg/ml
ABTS (2,2'-azino-bis-[3-etylbensotiazolin-6-sulfonsyra]) och 9 ml sub-
stratbuffert (0,1 M fosfatcitratbuffert med pH 4 innehallande 0,03 %
H,0,) och inkubera i tio minuter vid rumstemperatur. Fargutvecklingen
stoppas genom tillsats av 100 pl/brunn av 2 % (w/v) SDS (natriumdo-
decylsulfat).

2.1.5 Avlésning

Avlas vid 405 nm i Elisa-ldsare.

2.2 Tolkning av resultaten

2.2.1 Faststdll hur ménga procent av varje prov som blockerats (BP) med
hjélp av foljande formel, dir Abs” betecknar antikroppar:

Abs(kontroll~) — Abs(prov)

BP = 100
Abs(kontroll~) — Abs(kontroll*) X
222 Prover som visar ett BP-virde som 4r hogre dn 50 % bor betraktas som
positiva for AHSV-antikroppar.
223 Prover som visar ett BP-virde som &r lagre dn 45 % bor betraktas som
negativa for AHSV-antikroppar.
224 Prover som visar ett BP-virde pa 45-50 % bor betraktas som osikra

och méste testas pd nytt. Om resultatet aterigen &r osdkert bor djuren
testas pa nytt pa prover som tas tidigast tvd veckor efter det att det
prov som betraktades som osékert togs.

DEL B
Identifiering av agens
Realtids PCR med omvénd transkription (rRT-PCR)

Tester for identifiering av agens som baseras pa nukleinsyremetoder ska pavisa
referensstammar av de nio AHSV-serotyperna.

Metoden som beskrivs i punkt 2.1 dr baserad pa kapitel 2.5.1 avsnitt B punkt 1.2
i Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (upplaga
2016) som antogs av OIE:s World Assembly of Delegates i maj 2012.

De RT-PCR detektionsmetoder som anvinds for testning av prover (antingen
blod eller mjilte) inom ramen for direktiv 2009/156/EG maéste ha en sensitivitet
som motsvarar eller overstiger den hos de metoder som beskrivs i punkt 2.

Inaktiverade virus av referensstammar av serotyperna 1-9 kan erhéllas fran EU:s
referenslaboratorium eller fran OIE:s referenslaboratorium for afrikansk héstpest i
Algete, Spanien.

1. Extraktion av virus-RNA

Det AHSV-RNA som extraheras fran provet maste vara av hog kvalitet
for att garantera en bra reaktion. Nukleinsyror kan extraheras fran kli-
niska prover med flera olika egenutvecklade eller kommersiella metoder.
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1.1

1.3

1.4

Kommersiella kit anviander olika metoder for att isolera RNA. De flesta
ar baserade pa ndgon av foljande metoder:

— Fenol-kloroformextraktion av nukleinsyror.

— Adsorption av nukleinsyror med filtersystem.

— Adsorption av nukleinsyror med magnetisk partikelteknik.

Foljande metod &r ett exempel pa en egenutvecklad metod for
RNA-extraktion:

1 g vivnadsprov homogeniseras i 1 ml denatureringsmedel (4 M guani-
diumtiocyanat, 25 mM natriumcitrat, 0,1 M 2-merkaptoetanol, 0,5 %
sarkosyl).

Efter centrifugering tillsdtts 1 pg jést-RNA, 0,1 ml 2 M natriumacetat
(pH 4), 1 ml fenol och 0,2 ml av en kloroform-isoamylalkoholblandning
(49:1) till supernatanten.

Suspensionen skakas kraftigt och kyls pa is i 15 minuter.

Efter centrifugering extraheras det RNA som finns i vattenfasen med
fenol, fills ut med etanol och &tersuspenderas i sterilt vatten.

Realtids RT-PCR-metod
Gruppspecifik realtids RT-PCR enligt Agiiero et al. (2008) (')

Detta gruppspecifika realtids RT-PCR riktar in sig pa VP7 i AHSV och
kan pavisa alla kdinda AHSV-serotyper och AHSV-stammar som for
nirvarande cirkulerar. Metoden har anvints med vildigt goda resultat
av de nationella referenslaboratorier i EU:s medlemsstater som deltog i
de arliga provningsjamforelser som anordnades av EU:s referenslabora-
torium under perioden 2009-2015. I ett internationellt ringtest som an-
ordnades 2015 inom ramen for OIE:s ndtverk av referenslaboratorier
rankades denna metod mycket hogt i jamforelse med andra metoder.

Primer- och probsekvenser for pavisande av AHSV:

— Framatriktad primer: 5-CCA-GTA-GGC-CAG-ATC-AAC-AG-3'

— Bakatriktad primer: 5'-CTA-ATG-AAA-GCG-GTG-ACC-GT-3'

— MGB-TagMan-prob:  5'-FAM-GCT-AGC-AGC-CTA-CCA-CTA-
MGB-3'

Stamldsningarna for primrarna spéds till arbetslosningar pa 8 uM, medan
proben spéads till en arbetslosning pa 50 uM. En mall for testplattan bor
utformas och laggas in i programvaran for realtids PCR-instrumentet. 2,5
ul av arbetslosningen for varje primer (pa 8 uM) tillsétts varje brunn som
enligt mallen ska innehélla RNA-prover, positiva och/eller negativa kont-
roller (primerns slutkoncentration kommer att vara 1 pM i 20 pl
RT-PCR-mix). Plattan forvaras pa is.

(') Agiiero M., Gomez-Tejedor C., Angeles Cubillo M., Rubio C., Romero E. och
Jimenez-Clavero A., ”"Real-time fluorogenic reverse transcription polymerase chain reac-
tion assay for detection of African horse sickness virus”, J. Vet. Diagn. Invest., 2008, 20,
s. 325-328.
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2.1.5

2.2

2 ul isolerat RNA (prover och positiv kontroll) eller 2 pl RNas-fritt
vatten (negativ kontroll) blandas med framatriktade och bakatriktade
primrar. Blandningen denatureras genom upphettning i 5 minuter vid
95 °C, foljt av en snabb kylning pa is i minst 5 minuter.

Bered enligt tillverkarens anvisningar den volym av mastermix for etts-
tegs realtids RT-PCR som é&r ldmplig for det antal prover som ska testas.
0,1 pl av arbetsldsningen for proben (pd 50 uM) tillsétts varje brunn med
RNA-prover (probens slutkoncentration kommer att vara 0,25 uM i varje
brunn med RNA-prover). 13 pl mastermix for ettstegs realtids RT-PCR
tillsdtts varje brunn i PCR-plattan innehéllande denaturerade primrar och
denaturerat RNA.

Plattan placeras i en realtids termocykler programmerad foér omvéind
transkription och c¢DNA amplifiering/fluorescensdetektion. Amplifie-
ringsforhallandena bestdr av ett forsta steg med omvénd transkription i
25 minuter vid 48 °C, f6ljt av 10 minuter vid 95 °C (hot start) och 40
cykler pa 15 sekunder vid 95 °C, 35 sekunder vid 55 °C och 30 sekun-
der vid 72 °C (eller 40 cykler pa 2 sekunder vid 97 °C och 30 sekunder
vid 55 °C om termocykler och reagenser for snabba reaktioner anvinds).
Fluorescensdata samlas in vid slutet av steget vid 55 °C.

Testet betraktas som ogiltigt om atypiska amplifieringskurvor erhélls och
ska 1 sa fall upprepas.

Prover betraktas som positiva om Ct-vérdet (cykelnummer da fluorescen-
sen i en reaktion passerar troskelvirdet for fluorescens) dr ldgre dn eller
lika med det faststdllda Ct-vardet (35) inom 40 PCR-cykler (Ct < 35).

Prover betraktas som osdkra om Ct-vdrdet dr hogre &n det faststéllda
Ct-véardet (35) inom 40 PCR-cykler (Ct > 35).

Prover betraktas som negativa om en horisontell amplifieringskurva er-
halls som inte passerar troskelvédrdet inom 40 PCR-cykler.

Gruppspecifik realtids RT-PCR enligt Guthrie et al. (2013) (V)

Realtids RT-PCR med FRET-prober (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) for att pavisa AHSV:s nukleinsyror.

I denna RT-PCR-metod for AHSV anvinds sekvenser fran flera olika
faltstammar av AHSV som for nédrvarande cirkulerar (Quan et al.
(2010) (®)). T metoden ingir ocksé ett patentskyddat syntetiskt externt
kontrolltest for att kontrollera att testet fungerar som det ska.

Kit for ettstegs realtids PCR ar kommersiellt tillgédngliga. Nedan foljer
nédgra grundldggande steg enligt Guthrie et al. (2013) som kan modifieras
beroende pé lokala/specifika krav, vilka kit som anvinds och vilken
utrustning som finns tillgidnglig.

(") Guthrie A.J., MacLachlan N.J., Joone C., Lourens C.W., Weyer C.T., Quan M., Monyai
M.S. och Gardner I.A., ”Diagnostic accuracy of a duplex real-time reverse transcription
quantitative PCR assay for detection of African horse sickness virus”, Journal of Viro-
logical Methods, 2013, 189(1), s. 30-35.

(® Quan, M., Lourens, C.W., MacLachlan, N.J., Gardner, I.A. och Guthrie, A.J., "Deve-
lopment and optimisation of a duplex real-time reverse transcription quantitative PCR
assay targeting the VP7 and NS2 genes of African horse sickness virus”, J. Virol.
Methods, 2010, 167, s. 45-52.



02009L0156 — SV — 18.10.2016 — 002.001 — 27

221

222

223

224

225

Primer- och probsekvenser for pavisande av AHSV:

— Framatriktad primer:  5-AGA-GCT-CTT-GTG-CTA-GCA-GCC-
T-3'

— Bakatriktad primer: 5'-GAA-CCG-ACG-CGA-CAC-TAA-TGA-3'
— MGB-TagMan-prob:  5-FAM-TGC-ACG-GTC-ACC-GCT-MGB-3’

Stamldsningen for primer-probblandningen &r koncentrerad 25% och in-
nehéller 5 pM framatriktade och bakatriktade primrar och 3 uM prob. En
mall for testplattan bor utformas och ldggas in i programvaran for realtids
PCR-instrumentet. 5 ul RNA-prover (inklusive testprover samt positiva
och negativa kontroller) tillsitts de ldmpliga brunnarna enligt mallen.

RNA:t denatureras genom upphettning i 5 minuter vid 95 °C, foljt av en
snabb kylning pé is i minst 3 minuter.

Bered enligt tillverkarens anvisningar den volym av mastermix for etts-
tegs realtids RT-PCR som é&r lamplig for det antal prover som ska testas.
1 pl av 25% stamldsningen for primer-probblandningen (se punkt 2.2.1)
tillsdtts mastermixen, vilket ger en slutkoncentration pa 200 nM/brunn
for varje primer och 120 nM/brunn for proben. 20 pl mastermix tillsétts
varje brunn i PCR-plattan innehéllande denaturerat RNA.

Plattan placeras i en realtids termocykler programmerad for omvénd
transkription och ¢cDNA amplifiering/fluorescensdetektion enligt tillver-
karens anvisningar. Amplifieringsforhéllandena bestir exempelvis av ett
forsta steg med omvénd transkription i 10 minuter vid 48 °C, f6ljt av 10
minuter vid 95 °C och 40 cykler pa 15 sekunder vid 95 °C och 45
sekunder vid 60 °C.

Prover betraktas som positiva om den normaliserade fluorescensen for
AHSV RT-PCR-testet Overstiger ett troskelvirde pa 0,1 inom 36
PCR-cykler i alla replikat av ett prov.

Prover betraktas som osdkra om den normaliserade fluorescensen for
AHSV RT-PCR-testet Overstiger ett troskelvirde pd 0,1 mellan
PCR-cyklarna 36 och 40 i minst ett replikat av ett prov.

Prover betraktas som negativa om den normaliserade fluorescensen for
AHSV RT-PCR-testet inte Overstiger ett troskelvdrde pa 0,1 inom 40
PCR-cykler i alla replikat av ett prov och om den normaliserade fluore-
scensen for det patentskyddade syntetiska externa kontrolltestet Gversti-
ger ett troskelvirde pa 0,1 inom 33 PCR-cykler.
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BILAGA V
DEL A
Upphiivt direktiv och en forteckning over dess efterféljande dndringar

(som avses i artikel 22)

Radets direktiv 90/426/EEG
(EGT L 224, 18.8.1990, s. 42)

Radets direktiv 90/425/EEG Endast artikel 15.3

(EGT L 224, 18.8.1990, s. 29)

Rédets direktiv 91/496/EEG Endast angdende héanvisningen till di-
(EGT L 268, 24.9.1991, s. 56) rektiv 90/426/EEG i artikel 26.2

Kommissionens beslut 92/130/EEG
(EGT L 47, 22.2.1992, s. 26)

Rédets direktiv 92/36/EEG Endast artikel 1
(EGT L 157, 10.6.1992, s. 28)

1994 ars anslutningsakt, punkt V.E.LA.3
i bilaga 1
(EGT C 241, 29.8.1994, s. 132)

Kommissionens beslut 2001/298/EG Endast angdende hénvisningen till di-
(EGT L 102, 12.4.2001, s. 63) rektiv 90/426/EEG 1 artikel 1.1, och bi-
laga I, punkt 2

Kommissionens beslut 2002/160/EG
(EGT L 53, 23.2.2002, s. 37)

Rédets forordning (EG) nr 806/2003 Endast bilaga III, punkt 10
(EUT L 122, 16.5.2003, s. 1)

2003 éars anslutningsakt, punkt 6.B.1.16 i
bilaga II
(EUT L 236, 23.9.2003, s. 381)

Radets direktiv 2004/68/EG Endast artikel 15
(EUT L 139, 30.4.2004, s. 321)

Rédets direktiv 2006/104/EG Endast bilagan, punkt 1.2
(EUT L 363, 20.12.2006, s. 352)

Radets direktiv 2008/73/EG Endast artikel 7
(EUT L 219, 14.8.2008, s. 40)

DEL B
Tidsfrister for inforlivande i nationell lagstiftning

(som avses i artikel 22)

Direktiv Tidsfrist for inforlivande

90/426/EEG 1 januari 1992

90/425/EEG 1 juli 1992

91/496/EEG 1 juli 1992

92/36/EEG 31 december 1992
2004/68/EG 19 november 2005
2006/104/EG 1 januari 2007

2008/73/EG 1 januari 2010
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BILAGA VI

Jamforelsetabell

Direktiv 90/426/EEG

Detta direktiv

Artikel 1

Artikel 2 a och b

Artikel 2 ¢

Artikel 2 d-i

Artikel 3

Artikel 4.1, 4.2 och 4.3

Artikel 4.4 1 och ii

Artikel 4.5 a forsta-sjatte strecksatsen
Artikel 4.5 b

Artikel 4.6 forsta stycket forsta-attonde streck-
satsen

Artikel 4.6 andra och tredje stycket
Artikel 5.1

Artikel 5.2 a

Artikel 52 b

Artikel 5.2 ¢

Artikel 5.2 d

Artikel 5.3 a och b

Artikel 5.3 ¢ forsta och andra strecksatsen
Artikel 5.3 ¢ andra strecksatsen sista meningen
Artikel 5.3 d och e

Artikel 6

Artikel 7

Artikel 8.1 forsta stycket forsta och andra
strecksatsen

Artikel 8.1 andra stycket
Artikel 8.2
Artikel 9

Artikel 10

Artikel 1

Artikel 2 a och b
Artikel 2 ¢ i och ii
Artikel 2 d-i

Artikel 3

Artikel 4.1, 4.2 och 4.3
Artikel 4.4 a och b
Artikel 4.5 a i—vi
Artikel 4.5 b

Artikel 4.6 forsta stycket a—h

Artikel 4.6 andra och tredje stycket
Artikel 5.1

Artikel 5.2 forsta stycket a och b
Artikel 5.2 andra stycket a och b
Artikel 5.3

Artikel 5.4

Artikel 5.5 a och b

Artikel 5.5 ¢ forsta stycket i och ii
Artikel 5.5 ¢ andra stycket

Artikel 5.5 d och e

Artikel 6

Artikel 7

Artikel 8.1 a och b

Artikel 8.2
Artikel 8.3
Artikel 9

Artikel 10
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Direktiv 90/426/EEG

Detta direktiv

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

Artikel

11.1

11.2

12

13

14

15

16.1 a—f

16.1 sista meningen
16.2

17

18

19 i-iv

22

23

24.1 och 24.2
24.3

25.1 och 2
26

27

28

Bilaga A

Bilaga B

Bilaga C

Bilaga D

Artikel 11

Artikel 12
Artikel 13
Artikel 14
Artikel 15

Artikel 16.1 a—f

Artikel 16.2
Artikel 18
Artikel 17

Artikel 19 a—d

Artikel 20

Artikel 21.1 och 21.2

Artikel 21.1 och 21.3

Artikel 22
Artikel 23
Artikel 24
Bilaga I
Bilaga II
Bilaga III
Bilaga IV
Bilaga V

Bilaga VI




