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DECYZJA KOMISJI
z dnia 10 grudnia 2008 r.

zmieniajaca zalgcznik C do dyrektywy Rady 64/432[EWG oraz decyzje 2004/226/WE w odniesieniu
do testow diagnostycznych na obecno$¢ brucelozy bydta

(notyfikowana jako dokument nr C(2008) 7642)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

(2008/984/WE)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspolnote Europejska,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 64/432/EWG z dnia 26 czerwca
1964 r. w sprawie probleméw zdrowotnych zwierzat wplywa-
jacych na handel wewnatrzwspolnotowy bydlem i trzoda
chlewng ('), w szczegdlnosci jej art. 6 ust. 2 lit. b) oraz art.
16 ust. 1 akapit drugi,

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

1

Zalgcznik C do dyrektywy 64[432[EWG okresla metody
diagnostyczne na obecno$¢ brucelozy bydla stosowane
w celu kontroli i zwalczania tej choroby, jej nadzoru
i monitorowania, jak réwniez do celéw ustalenia
i utrzymania statusu stada oficjalnie uznanego za wolne
od  brucelozy  oraz  certyfikacji =~ wymaganej
w wewnatrzwspolnotowym handlu bydlem.

Decyzja Komisji 2004/226/WE z dnia 4 marca 2004 r.
zatwierdzajaca testy na wykrywanie przeciwcial bruce-
lozy bydla w ramach dyrektywy Rady 64/432/EWG (%)
zatwierdza niektére testy na obecno$¢ brucelozy bydla,
ktore moga by¢ stosowane w zastepstwie obowigzkowej
préby aglutynacji surowicy (SAT) do celow certyfikacji
bydla zgodnie z art. 6 wust. 2 lit. b) dyrektywy
64/432/EWG.

Metoda fluorescencji w $wietle spolaryzowanym (FPA)
jest nowym testem diagnostycznym, ktoéry zostal
wlaczony, jako zalecany w handlu migdzynarodowym,
do rozdzialu 2.4.3 (bruceloza bydla) Podrecznika testéw
diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych
(wydanie szoste, 2008 r), wydanego przez Swiatows
Organizacje Zdrowia Zwierzat (OIE).

Komisja zwrocita si¢ do Europejskiego Urzedu ds. Bezpie-
czefistwa Zywnosci (EFSA) z wnioskiem o wydanie opinii
naukowej na temat tego, czy metode FPA nalezy
uwzgledni¢ w zalaczniku C do dyrektywy 64/432/EWG.

() Dz.U. 121 z 29.7.1964, s. 1977/64.
() Dz.U. L 68 z 6.3.2004, s. 36.

)

(10)

(11)

Ponadto Komisja zwrdcita si¢ do EFSA o dokonanie
oceny przydatnosci metody FPA oraz testéw wymienio-
nych w art. 1 decyzji 2004/226/WE do celoéw certyfikacji
bydla w handlu wewngtrzwspdlnotowym.

Dnia 11 grudnia 2006 r. panel ds. zdrowia i dobrostanu
zwierzat przyjal opini¢ naukowa na temat metod diag-
nozowania brucelozy u bydla (%), w ktdrej uznano, ze,
z wyjatkiem SAT, testy diagnostyczne na obecno$é
brucelozy uwzglednione w zalaczniku C do dyrektywy
64/432/EWG s3 w dalszym ciagu odpowiednie jako
testy standardowe do celéw certyfikacji pojedynczych
sztuk bydla w handlu wewnatrzwspdlnotowym.

Jednakze z uwagi na fakt, Ze test SAT jest testem
poprzedzajacym przemieszczenie zwierzgcia w ramach
handlu bydlem i jest on bezposrednio zalecany w art.
6 ust. 2 lit. b) dyrektywy 64/432/EWG, specyfikacja tech-
niczna musi by¢ dostepna w zalgczniku C do tej

dyrektywy.

Ponadto w opinii naukowej z dnia 11 grudnia 2006 r.
uznano, ze czulo$¢ i swoisto$¢ metody FPA sg poréwny-
walne z parametrami testow wymienionych w zalaczniku
C do dyrektywy 64/432/EWG oraz ze metod¢ t¢ mozna
uwzgledni¢ w tym zalaczniku jako standardowy test
diagnozowania brucelozy u tego rodzaju zwierzat
w handlu wewnatrzwspdlnotowym.

Niedawno opracowane metody reakgji tancucha polime-
razy, ktére opisano w sekcji 1 lit. d) rozdzialu 2.4.3
Podrecznika testow diagnostycznych i szczepionek dla
zwierzat ladowych (wydanie széste, 2008 r.) wydanego
przez OIE, stanowia dodatkowe sposoby wykrywania
i identyfikacji Brucells spp. i z tego wzgledu nalezy
uwzgledni¢ je w zalaczniku C do  dyrektywy
64/432/[EWG.

W zwigzku z powyzszym nalezy odpowiednio zmienié
zalgcznik C do dyrektywy 64/432[EWG oraz decyzje
2004/226/WE.

Srodki przewidziane w niniejszej decyzji s3 zgodne
z opinig Stalego Komitetu ds. Laficucha ZywnosSciowego
i Zdrowia Zwierzat,

() http://www.efsa.ecuropa.eu/EFSA[efsa_locale-

1178620753812_1178620772731.htm
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PRZYJMUJE NINIEJSZA DECYZJE: zowanym (FPA) wykonywane zgodnie z zalgcznikiem C do
dyrektywy 64/432[EWG s3 niniejszym zatwierdzone do

Artykut 1 celow certyfikacji.”.
Zalgcznik C do dyrektywy 64[432/EWG zastepuje si¢ tekstem Artykut 3

znajdujacym si¢ w zalgczniku do niniejszej decyzji. o o ] ; )
Niniejsza decyzja skierowana jest do panstw czlonkowskich.

Artykut 2
Artykut 1 decyzji 2004/226/WE otrzymuje brzmienie: Sporzadzono w Brukseli, dnia 10 grudnia 2008 r.

JArtykut 1

. . . o W imieniu Komisji
Metoda odczynu wigzania dopelniacza, test z uzyciem bufo-
rowanego antygenu brucelozy (proba z rézem bengalskim Androulla VASSILIOU
(RBT)), test ELISA i metoda fluorescencji w $wietle spolary- Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

1. W zalgczniku C do dyrektywy 64/432/EWG pkt 1, 2 i 3 otrzymujg brzmienie:

2.1.

2.1.1.

LZALACZNIK C

BRUCELOZA

IDENTYFIKACJA CZYNNIKA

Wykazanie poprzez zmodyfikowane, odporne na dziatanie kwaséw lub immunospecyficzne barwienie orga-
nizméw morfologii Brucella w materiale poronnym, wydzielinie z pochwy lub w mleku dostarcza przypusz-
czalnych poszlak co do obecnosci brucelozy, szczegélnie jesli sa one potwierdzone wynikami testow sero-
logicznych. Metody reakgji tacucha polimerazy (PCR) stanowig dodatkowe sposoby wykrywania.

Ilekro¢ jest to mozliwe, nalezy wyodrebni¢ Brucella spp. przy uzyciu prostej lub selektywnej pozywki poprzez
hodowle pochodzacy z wydzielin macicznych, usunietych plodéw, wydzielin z wymion lub z wybranych
tkanek, takich jak wezly chlonne oraz meskie i zenskie narzady plciowe.

Po wyodrebnieniu gatunki i biotyp identyfikuje si¢ za pomoca fagolizy lub oksydatywnych testéw metabo-
licznych, kryteriow kulturowych, biochemicznych i serologicznych. Reakcja PCR moze stanowi¢ zaréwno
metod¢ uzupelniajacy, jak i metode biotypowania na podstawie okreslonych sekwencji genomowych.

Wykorzystane techniki i media, ich normalizacja oraz interpretacja wynikéw muszg by¢ zgodne
z Podrecznikiem OIE testéw diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych, wydanie szoste,
2008 r., rozdzial 2.4.3 (bruceloza bydta), rozdziat 2.7.2 (bruceloza owiec i kéz) i rozdzial 2.8.5 (bruceloza
Swin).

TESTY IMMUNOLOGICZNE
Standardy

Do przygotowania wszystkich antygenéw wykorzystywanych w probach z rézem bengalskim (RBT), agluty-
nagji surowicy (SAT), metodzie odczynu wigzania dopelniacza (CFT) i probie pierScieniowej mleka (MRT)
nalezy wykorzysta¢ biotyp Brucella abortus szczep 1 Weybridge nr 99 lub szczep USDA 1119-3.

Standardowg surowica referencyjng w testach RBT, SAT, CFT i MRT jest migdzynarodowa standardowa
surowica OIE (OIEISS), ktérej poprzednia nazwa brzmiala: migdzynarodowa surowica antybrucelozy poronnej
WHO [WHO second international anti-Brucella abortus Serum (ISAbS)].

Standardowe surowice referencyjne do metody immunosorbgji skoniugowanych enzyméw (ELISA) to:
— OIEISS,

— sfabo dodatnia standardowa surowica OIE ELISA (OIEELISAypSS),

— silnie dodatnia standardowa surowica OIE ELISA (OIEELISAgpSS),

— ujemna standardowa surowica OIE ELISA (OIEELISASS).

Standardowe surowice referencyjne do metody fluorescencji w $wietle spolaryzowanym (FPA) to:

— sfabo dodatnia standardowa surowica OIE ELISA (OIEELISAypSS),

— silnie dodatnia standardowa surowica OIE ELISA (OIEELISApSS),

— ujemna standardowa surowica OIE ELISA (OIEELISASS).

Standardowe surowice wymienione w pkt 2.1.3 i 2.1.4 mozna otrzymaé ze wspélnotowego laboratorium
referencyjnego ds. brucelozy lub Agencji Laboratoriow Weterynaryjnych (VLA), Weybridge, Zjednoczone
Kroélestwo.
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2.2

2.2.1.

2.2.2.
2.2.2.1.

2.2.2.2.

2.2.2.3.

2.2.3.
2.2.3.1.

2.2.3.2.

2.2.33.

OIEISS, OIEELISAypSS, OIEELISAgpSS oraz OIEELISANSS sa miedzynarodowymi gtownymi standardami, na
podstawie ktorych nalezy tworzy¢ drugorzedowe standardy poréwnawcze (,standardy robocze”) dla wszyst-
kich testow, o ktorych mowa w pkt 2.1.1, we wszystkich panstwach czlonkowskich.

Metoda immunosorbgji skoniugowanych enzyméw (ELISA) lub inne wiagzace testy wykrywajace
obecno$¢ brucelozy bydla w surowicy lub w mleku

Materialy i odczynniki

Wykorzystywana technika i interpretacja wynikow musza zostal potwierdzone zgodnie z zasadami ustano-
wionymi w rozdziale 1.1.4 Podrecznika OIE testéw diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych
(wydanie széste, 2008 r.) i powinny obejmowaé co najmniej badania laboratoryjne i diagnostyczne.

Normalizacja testow

Normalizacja procedur testowych dla pojedynczych prébek surowicy:

a) wstepne rozcieficzenie (') OIEISS 1:150 lub wstgpne rozcieficzenie OIEELISAypSS 1:2 lub wstepne
rozcieficzenie OIEELISAgpSS 1:16 wykonane w surowicy ujemnej (lub w ujemnej grupie surowic) musi
da¢ reakcje pozytywng;

b) wstepne rozcienczenie OIEISS 1:600 lub wstepne rozcienczenie OIEELISAypSS 1:8 lub wstepne rozcien-
czenie OIEELISAgpSS 1:64 wykonane w surowicy ujemnej (lub w ujemnej grupie surowic) musi daé reakcje

negatywna;
¢) surowica OIEELISANSS musi zawsze dawaé reakcje negatywna.
Normalizacja procedur testowych dla zbioru prébek surowicy:

a) wstepne rozcienczenie OIEISS 1:150 lub wstepne rozcieficzenie OIEELISAypSS 1:2 lub wstepne rozcien-
czenie OIEELISA¢pSS 1:16 wykonane w surowicy ujemnej (lub w ujemnej grupie surowic) i ponowne
rozcieficzenie w surowicach ujemnych tylokrotnie, ile wynosi liczba probek tworzacych zbiér, musi daé

reakcje pozytywna;

b) surowica OIEELISANSS musi zawsze dawad reakcje negatywng;

) test musi by¢ odpowiedni do tego, aby wykry¢ dowody zakazenia jednego zwierzecia w grupie zwierzat,
z ktérych prébki surowicy tworza zbiér.

Normalizacja procedury testowej dla potaczonych prébek mleka lub serwatki:

a) wstepne rozcienczenie OIEISS 1:1 000 lub wstepne rozcieficzenie OIEELISAypSS 1:16, lub wstepne
rozcieficzenie OIEELISAGpSS 1:125 wykonane w surowicy ujemnej (lub w ujemnej grupie surowic)
i ponowne rozcieficzenie 1:10 w ujemnym mleku musi da¢ reakcje pozytywna;

b) surowica OIEELISANSS rozcieniczona 1:10 w ujemnym mleku musi zawsze dawac reakcje negatywna;

) test musi by¢ odpowiedni do tego, aby wykry¢ dowody zakazenia jednego zwierzecia w grupie zwierzat,
z ktérych prébki mleka lub serwatki tworza zbior.

Warunki wykorzystania testéw ELISA do diaghozowania brucelozy bydta:

Przy zastosowaniu warunkow Kkalibracji testow ELISA okreslonych w pkt 2.2.2.1 i 2.2.2.2 prébek surowicy
czuto§¢ diagnostyczna metody ELISA jest réwna lub wicksza niz w przypadku metod RBT lub CFT, biorac
pod uwage sytuacje epidemiologiczna, w jakiej jest stosowana.

Przy zastosowaniu warunkéw kalibracji testow ELISA okre$lonych w pkt 2.2.2.3 dla polaczonych probek
mleka czuto§¢ diagnostyczna metody ELISA jest réwna lub wigksza niz w przypadku MRT, biorac pod uwage
nie tylko sytuacje epidemiologiczng, ale takze przecigtne i ekstremalne systemy gospodarki rolne;j.

W przypadku gdy metody ELISA sg wykorzystywane do celéw certyfikacyjnych zgodnie z art. 6 ust. 1 lub do
ustalenia i utrzymania statusu stada zgodnie z zalacznikiem A pkt I ppkt 10, polaczenie prébek surowicy
musi zostaé wykonane w taki sposob, aby wyniki testu mozna bylo bez watpliwosci odnies¢ do konkretnego
zwierzecia nalezacego do zbioru. Wszelkie testy potwierdzajace nalezy przeprowadzi¢ na surowicy pobranej
z pojedynczego zwierzecia.

(") Do celéw niniejszego zalacznika rozcieniczenia podane w odniesieniu do odczynnikéw ciektych sa wyrazone jako np. 1:150, co
oznacza jedng czg$¢ na 150.
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2.2.3.4.

2.3.
2.3.1.

2.4,
2.4.1.

2.4.2.

Testy ELISA moga by¢ zastosowane do prébek mleka pobranych z gospodarstw rolnych z udzialem kréw
mlecznych wynoszacym co najmniej 30 %. JeSli stosowana jest ta metoda, nalezy podja¢ kroki w celu
upewnienia si¢, ze probki pobrane do badan mozna bez watpliwosci powigzaé z konkretnymi zwierzetami,
od ktérych pochodzi mleko. Wszelkie testy potwierdzajace nalezy przeprowadzi¢ na surowicy pobranej
z pojedynczego zwierzecia.

Metoda odczynu wigzania dopelniacza (CFT)

Antygen wystepuje w formie zawiesiny bakteryjnej w solance fenolowej [0,85 % NaCl (m/v) i fenolu 0,5 %
(v/v)] lub w buforze weronalowym. Antygeny moga by¢ dostarczane w postaci koncentratéw, pod warunkiem
ze zalecany wskaznik rozcieiczenia podany jest na etykiecie butelki. Antygen nalezy przechowywal
w warunkach 4 °C i nie nalezy go zamrazac.

Surowice musza zosta¢ inaktywowane w nastgpujacy sposob:
— surowica bydleca: od 56 °C do 60 °C w czasie od 30 do 50 minut,
— surowica wieprzowa: 60 °C w czasie od 30 do 50 minut.

W celu poprawnego przeprowadzenia reakcji opisanej w procedurze préby stosuje si¢ dawke dopelniacza
wyzszg od minimalnej dawki niezbednej do przeprowadzenia catkowitej hemolizy.

Podczas przeprowadzania metody odczynu wigzania dopelniacza za kazdym razem nalezy przeprowadzié
nastepujace kontrole:

a) kontrola antydopelniaczowego wplywu surowicy;

b) kontrola antygenu;

¢) kontrola uczulonych czerwonych krwinek krwi;

d) kontrola dopetniacza;

e) kontrola czulosci z wykorzystaniem surowicy dodatniej na poczatku reakeji;
f) kontrola swoistosci reakcji z wykorzystaniem surowicy ujemne;.

Obliczanie wynikdw

OIEISS zawiera 1 000 miedzynarodowych jednostek CFT (ICFTU) w ml. W przypadku proby z OIEISS
z wykorzystaniem danej metody wynik podaje si¢ w postaci miana roztworu (tj. najwyzszego bezposredniego
rozcieficzenia OIEISS dajacego 50 % hemolizy, Topss). Wynik préby z surowica w postaci miana (Trggr.
serum) Musi byé wyrazony w jednostkach ICFTU/ml. Aby przeksztalci¢ miano na jednostki ICFTU, wskaznik
(F) potrzebny do przeksztalcenia miana nieznanej préby z surowica (Trgsrsgrum) Przeprowadzonej ta metoda
na jednostki ICFTU wylicza si¢ z nastgpujacego wzoru:

F=1000 x 1/Topss
a ilo§¢ migdzynarodowych jednostek CFT w ml w przypadku proby z surowica (ICFTUtpsrsprum) Z WZzorU:

ICl:TUTESTSERUM =Fx TTESTSERUM

Interpretacja wynikéw

Surowica zawierajaca 20 lub wigcej jednostek ICFTU w ml uznawana jest za dodatnig.

Préba obrgczkowa mleka (MRT)

Antygen wystepuje w postaci zawiesiny bakteryjnej w solance fenolowej [0,85 % NaCl (m/v) i fenolu 0,5 %
(v[v)] wybarwionej hematoksyling. Antygen nalezy przechowywaé w warunkach 4°C i nie nalezy go
zamrazac.

Czulo$¢ antygenu nalezy standaryzowa¢ w odniesieniu do OIEISS w taki sposob, aby antygen dat pozytywna
reakcje z OIEISS w ujemnym mleku w rozcieficzeniu 1:500 oraz reakcje negatywna w rozcienczeniu 1:1 000.
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2.4.3.

2.4.4.

2.4.5.

2.4.6.

2.4.7.

2.5.

2.5.1.

2.5.4.

2.6.

2.6.1.

Préba pierScieniowa musi by¢ przeprowadzona na probkach reprezentatywnych dla zawartosci kazdej kanki
lub zawarto$ci kazdego zbiorczego zbiornika w gospodarstwie.

Probek mleka nie nalezy zamrazaé, podgrzewaé ani poddawaé gwaltownym wstrzasom.
Reakeje nalezy przeprowadzaé, wykorzystujac jedna z ponizszych metod:

— na stupku mleka o wysokosci co najmniej 25 mm oraz o objetosci 1 ml, do ktérego dodaje si¢ albo
0,03 ml lub 0,05 ml jednego ze standardowych wybarwionych antygendw,

— na stupku mleka o wysokosci co najmniej 25 mm oraz o objgtosci 2 ml, do ktérego dodaje si¢ 0,05 ml
jednego ze standardowych wybarwionych antygenow,

— na objetoSci probki mleka 8 ml, do ktérej dodaje si¢ 0,08 ml jednego ze standardowych wybarwionych
antygenow.

Mieszaning mleka i antygenéw umieszcza si¢ w temperaturze 37 °C na czas 60 minut wraz z dodatnim
i yjemnym standardem roboczym. Dalsza inkubacja od 16 do 24 godzin w temperaturze 4 °C podwyzsza
czuto§¢ préby.

Interpretacja wynikow:

a) reakcja negatywna: proba mleka zabarwiona, $mietanka bezbarwna;
b) reakcja pozytywna:

— mleko i $mietanka identycznie zabarwione, lub

— bezbarwne mleko i zabarwiona $mietanka.

Test z uzyciem buforowanego antygenu brucelozy (préba z rézem bengalskim (RBT))

Antygen wystepuje W postaci zawiesiny bakteryjnej w zbuforowanym rozcieficzalniku antygenu brucelozy
o pH wynoszacym 3,65 = 0,05, wybarwiony rézem bengalskim. Antygen powinien wystepowaé w postaci
gotowej do uzytku, musi by¢ przechowywany w warunkach 4 °C oraz nie moze by¢ zamrazany.

Czulo$¢ antygenu nalezy standaryzowad nie w odniesieniu do st¢zenia komorek, ale w odniesieniu do OIEISS
w taki sposéb, aby antygen dal pozytywna reakcje z OIEISS w surowicy w rozcieficzeniu 1:45 oraz reakcje
negatywng w rozcienczeniu 1:55.

Prébe RBT przeprowadza si¢ w nastepujacy sposob:

a) surowica (20-30 pl) mieszana jest z réwna objeto$cig antygenu na bialym kafelku lub emaliowanej plytce
w celu utworzenia strefy o $rednicy okoto 2 cm. Mieszaning delikatnie wstrzasa si¢ przez cztery minuty
w temperaturze otoczenia, a nastgpnie w dobrym o$wietleniu obserwuje si¢ aglutynacje;

b) mozna zastosowaé metod¢ zautomatyzowana, ale musi by¢ ona co najmniej tak czula i precyzyjna jak
metoda manualna.
Interpretacja wynikéw

Jakakolwick widoczna reakcja uznawana jest za pozytywna, z wyjatkiem wystapienia nadmiernego wysuszenia
wzdluz brzegéw.

Dodatnie i ujemne standardy robocze sa kontrolowane w kazdej serii prob.

Préba aglutynacji surowicy (SAT)

Antygen wystepuje w postaci zawiesiny bakteryjnej w solance fenolowej [0,85 % NaCl (m/v) i fenolu 0,5 %
v

Nie nalezy uzywaé formaldehydu.

Antygeny moga by¢ dostarczane w postaci koncentratéw, pod warunkiem Ze zalecany wskaznik rozcien-
czenia podany jest na etykiecie butelki.

Mozna doda¢ EDTA do zawiesiny antygenu do ostatecznego rozcieficzenia préby 5 mM w celu zmniejszenia
liczby falszywych reakcji pozytywnych w probie aglutynacji surowicy. Nastgpnie nalezy doprowadzi¢ pH
zawiesiny antygenéw do 7,2.
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2.6.2.

2.6.3.

2.6.4.

2.6.5.

2.7.
2.7.1.

2.7.2.

3.1.
3.1.1.

OIEISS zawiera 1 000 miedzynarodowych jednostek aglutynacji.

Antygenu nie przygotowuje si¢ w odniesieniu do stezenia komorek. Jego czulo$¢ nalezy standaryzowaé
w odniesieniu do OIEISS w taki sposdb, aby antygen dal aglutynacje w 50 % w reakcji z surowica
o ostatecznym rozcieficzeniu od 1:600 do 1:1 000 lub dal aglutynacje w 75 % w reakcji z surowica
o0 ostatecznym rozcieficzeniu od 1:500 do 1:750.

Mozna takze poréwnywaé aktywno$¢ nowych i poprzednio standaryzowanych antygenéw przy uzyciu tablic
zdefiniowanych surowic.

Probe przeprowadza si¢ albo w probéwkach, albo na mikroplytkach. Mieszanina antygenu i rozcieficzef
surowicy inkubowana jest w czasie od 16 do 24 godzin w temperaturze 37 °C.

Do kazdej surowicy nalezy przygotowal co najmniej trzy rdzne rozcieficzenia. Rozcieficzenia testowanej
surowicy muszg by¢ przygotowane w taki sposob, aby odczyt wyniku reakcji w odniesieniu do limitu
pozytywnej reakcji byl w probowce z posrednim rozcieficzeniem (lub w odpowiedniej studzience
w przypadku metody z mikroplytka).

Interpretacja wynikow

Stopien aglutynacji Brucella w surowicy musi by¢ wyrazony w [U/ml.
Surowica zawierajgca 30 lub wiecej jednostek ITU w ml uwazana jest za dodatnig.

Metoda fluorescencji w $wietle spolaryzowanym (FPA)

Metode FPA mozna przeprowadzaé w szklanych probéwkach lub na plytkach 96-studzienkowych. Wyko-
rzystane techniki, ich normalizacja oraz interpretacja wynikéw musza by¢ zgodne z rozdzialem 2.4.3 (bruce-
loza bydla) Podrecznika OIE testéw diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych (wydanie szoste,
2008 r.).

Normalizacja testow

Metoda FPA jest normalizowana, tak aby:
a) OIEELISAgpSS i OIEELISAypSS stale dawaly wyniki dodatnie;

b) wstepne rozcieficzenie OIEELISAywpSS 1:8 lub wstepne rozcieiczenie OIEELISAgpSS 1:64 wykonane
w surowicy ujemnej (lub w ujemnej grupie surowic) zawsze dawalo reakcje negatywna;

) surowica OIEELISA\SS zawsze dawala reakcje negatywna.

W kazdej serii prob sa kontrolowane nastgpujace robocze standardowe surowice: silnie dodatnia, stabo
dodatnia i ujemna (skalibrowane zgodnie ze standardowymi surowicami OIE ELISA).

PROBY UZUPEELNIAJACE
Brucelozowa préba skérna (BST)
Warunki stosowania BST

a) Brucelozowa proba skorna nie moze by¢ stosowana do celéw certyfikacji w handlu wewnatrzwspdlno-
towym.

b) Brucelozowa préba skérna jest jedna z najbardziej swoistych préb wykrywania brucelozy
u niezaszczepionych zwierzat, jednakze nie mozna wydawaé diagnozy wylacznie na podstawie pozytyw-
nego wyniku reakcji podskornej.

¢) Bydlo reagujace negatywnie w jednej z serologicznych prob zdefiniowanych w niniejszym zalaczniku,
a wykazujace reakcje pozytywna na probe BST, uwazane jest za zakazone lub podejrzewane o zakazenie.

d) Bydlo reagujace pozytywnie w jednej z serologicznych prob zdefiniowanych w niniejszym zataczniku
moze by¢ poddane probie BST w celu potwierdzenia interpretacji wynikéw préb serologicznych,
w szczegdlnosci w przypadku gdy w stadach bydla uznanych za oficjalnie wolne od brucelozy lub
wolnych od brucelozy nie mozna wykluczy¢ zajscia krzyzowej reakcji z antycialami przeciwko innym
bakteriom.
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3.1.2.  Probe nalezy wykonaé, wykorzystujac standardowy i zdefiniowany preparat alergenu brucelozy, ktéry nie
zawiera antygenu gladkich lipopolisacharydéw (LPS), gdyz jego obecno$¢ moze wywolywaé nieswoiste reakcje
zapalne lub zaktdcaé proby serologiczne.

Wymagania dotyczace przygotowania bruceliny sg zgodne z sekcja C1 w rozdziale 2.4.3 Podrecznika OIE
testow diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych (wydanie szdste, 2008 r.).

3.1.3.  Wykonanie proby

3.1.3.1. Objgtos¢ 0,1 ml alergenu brucelozy jest wstrzykiwana podskérnie w fald ogonowy, w bok ciata lub w bok
szyi.

3.1.3.2. Reakcje odczytuje sie po 48-72 godzinach.

3.1.3.3. Grubo$¢ skéry w miejscu wstrzyknigcia jest mierzona suwmiarka z noniuszem przed wstrzyknigciem oraz
podczas ponownego badania.

3.1.3.4. Interpretacja wynikow:
Silne reakcje s tatwo zauwazalne, gdyz charakteryzuja si¢ miejscowa opuchlizng i stwardnieniem.
1,5-2-milimetrowe zgrubienie skéry uwaza si¢ za reakcj¢ pozytywna na BST.

3.2, Metoda immunosorbgji skoniugowanych enzyméw w modyfikacji kompetycyjnej (cELISA)
3.2.1. Warunki stosowania cELISA

Metoda cELISA nie powinna by¢ stosowana do celéw certyfikacji w handlu wewnatrzwspdlnotowym.
Bydlo reagujace pozytywnie w jednej z serologicznych prob zdefiniowanych w niniejszym zataczniku moze
by¢ poddane prébie cELISA w celu potwierdzenia interpretacji innych wynikéw préb serologicznych,
w szczegblnosci w przypadku gdy w stadach bydla oficjalnie uznanych za wolne od brucelozy lub wolnych
od brucelozy nie mozna wykluczy¢ zajscia krzyzowej reakcji z przeciwciatami przeciwko innym bakteriom
lub, aby wykluczy¢ reakcje spowodowane pozostatoscia przeciwcial wytworzonych w reakcji na szczepienie
S19.

3.2.2. Wykonanie préby

Prébe wykonuje si¢ wedlug zalecen zawartych w sekeji B(2) rozdzialu 2.4.3 Podrecznika OIE testow diagnos-
tycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych, wydanie szdste, 2008 r.”.

2. W zalaczniku C do dyrektywy 64/432[EWG pkt 4.1 otrzymuje brzmienie:

,4.1. Zadania i obowigzki

Krajowe laboratoria referencyjne wyznaczone zgodnie z art. 6a odpowiedzialne sg za:

a) zatwierdzanie wynikéw badan walidacyjnych demonstrujacych rzetelno$¢ metod wykonywania prob stosowa-
nych w pafstwach czlonkowskich;

b) okreslanie maksymalnej liczby probek, ktére mozna zbadaé przy pomocy zestawéw ELISA;
¢) kalibrowanie standardow roboczych, o ktorych mowa w pkt 2.1.6;
d) kontrole jakosciowe wszystkich serii antygenéw i zestawéw ELISA stosowanych w pafistwach cztonkowskich;

e) stosowanie sie do zalece wspdlnotowego laboratorium referencyjnego ds. brucelozy i wspélprace z nim.”.



