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DECYZJA KOMISJI
z dnia 15 grudnia 2009 r.

zmieniajagca zalgcznik D do dyrektywy Rady 64/432[EWG w odniesieniu do testéw
diagnostycznych na obecno$¢ enzoootycznej bialaczki bydla

(notyfikowana jako dokument nr C(2009) 9951)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)
(2009/976/UE)

KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

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

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1) Dyrektywa 64[432[EWG ma zastosowanie
w wewnatrzunijnym handlu bydlem, a rozdzial 1 jej
zalgcznika D ustala testy diagnostyczne na obecno$é
enzoootycznej bialaczki bydla (EBL) stosowane w celu
kontroli i zwalczania tej choroby oraz nadzoru nad nig
i jej monitorowania, jak réwniez w celu ustalenia
i utrzymania statusu stada oficjalnie uznanego za wolne
od enzoootycznej biataczki bydla oraz certyfikacji wyma-
ganej w wewnatrzunijnym handlu bydlem.

(20 W rozdziale II zalacznika D do dyrektywy 64/432/EWG
przewidziano, ze testy na obecno$¢ EBL majg by¢ prze-
prowadzane przez wykonanie testu immodyfuzji w Zelu
agarowym (AGID), z uzyciem antygenu poddanego
normalizacji wzgledem oficjalnej surowicy standardowej
WE (surowicy EI), lub przez wykonanie metody immu-
nosorpcji skoniugowanych enzyméw (ELISA), poddanego
normalizacji wzgledem surowicy E4. Obie surowice stan-
dardowe sg dostarczane przez Krajowy Instytut Wetery-
naryjny, Dunski Uniwersytet Techniczny.

(3)  Nowa surowica standardowa EBL (surowica E05) zostata
ostatnio opracowana przez niemieckie Laboratorium
Referencyjne ds. Enzootycznej Bialaczki Bydla (Fried-
rich-Loeffler Institute) Swiatowej Organizacji Zdrowia
Zwierzat (OIE) we wspolpracy z laboratoriami referencyj-
nymi OIE w Zjednoczonym Krélestwie (Veterinary Labo-
ratories Agency) i w Polsce (Panstwowy Instytut Wetery-
naryjny), w nastgpstwie proby pierScieniowej przeprowa-
dzonej miedzy tymi laboriatoriami. Surowica E05 zostala
poddana walidacji wzgledem surowic E1 i E4 poprzez
rézne testy AGID i ELISA i ostatecznie wlaczona jako
akredytowana przez OIE surowica standardowa do sekgji

() Dz.U. 121 z 29.7.1964, s. 1977/64.

B(2) rozdzialu 2.4.11 Podrecznika OIE testéw diagno-
stycznych i szczepionek dla zwierzat ladowych, wydanie
szoste, 2008 r. Surowica ta jest dostgpna
w  Laboratorium Referencyjnym ds. Enzootycznej
Bialaczki Bydla OIE w Niemczech.

(4 Ponadto Krajowy Instytut Weterynaryjny, Durski
Uniwersytet Techniczny, poinformowal Komisje, Ze nie
jest juz w stanie wypelnia¢ swoich obowiazkéw
w zakresie dostawy surowic standardowych, przewidzia-
nych obecnie w rozdziale II zalgcznika D do dyrektywy
64/432/EWG.

(5)  Wlasciwe niemieckie organy i Friedrich Loeffler Institute
zgodzily si¢ zostal dostawcg surowicy EO5, ktdra bedzie
w konsekwencji nowa oficjalng surowica standardows
Unii Europejskiej (UE) w zakresie EBL.

(6) W zwigzku z tym nalezy odpowiednio zmieni¢ dyrek-
tywe 64/432/EWG.

(7)  Srodki przewidziane w niniejszej decyzji s3 zgodne
z opinia Stalego Komitetu ds. Laficucha Zywnos$ciowego
i Zdrowia Zwierzat,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DECYZJE:

Artykut 1

Rozdziat I zalacznika D do dyrektywy 64/432/EWG zastepuje
si¢ tekstem znajdujacym si¢ w zalgczniku do niniejszej decyzji.

Artykut 2

Niniejsza decyzja skierowana jest do panstw czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 15 grudnia 2009 r.

W imieniu Komisji
Androulla VASSILIOU
Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

Rozdziat 11 zalacznika D do dyrektywy 64/432/EWG otrzymuje brzmienie:

L,ROZDZIAL 1I
TESTY DO WYKRYWANIA ENZOOOTYCZNE] BIALACZKI BYDLA

Wykrywanie enzoootycznej bialaczki bydla polega na wykonaniu testu immunodyfuzji w zelu agarowym (AGID)
zgodnie z warunkami opisanymi w sekcjach A i B lub metody immunosorpcji skoniugowanych enzyméw (ELISA)
zgodnie z warunkami opisanymi w sekgcji C. Metoda immunodyfuzji w zelu agarowym moze by¢ stosowana jedynie
do testéw indywidualnych. Jezeli wyniki testu sg przedmiotem uzasadnionego sporu, wykonuje si¢ dodatkowg probe
za pomocg testu immunodyfuzji w zelu agarowym.

Testy AGID i ELISA powinny zosta¢ poddane normalizacji wzgledem surowicy EO05, ktéra zostanie oficjalng
surowicg standardowg UE, dostarczang przez:

Friedrich-Loeffler-Institut

Federal Research Institute for Animal Health

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

17493 Greifswald — Insel Riems

Niemcy.

A. Test immunodyfuzji w zelu agarowym do wykrywania enzoootycznej bialaczki bydta

1. Antygen stosowany w tym teScie powinien zawiera¢ glikoproteiny wirusa bialaczki bydla. Antygen powinien
zosta¢ poddany normalizacji wzgledem surowicy EO5.

2. Instytuty panstwowe, krajowe laboratoria referencyjne lub instytuty publiczne, wyznaczone zgodnie z art. 6a
do koordynacji norm i metod diagnozy w odniesieniu do testow wykrywajacych enzootyczna biataczke
bydla, s3 odpowiedzialne za kalibracje standardowego antygenu roboczego stosowanego w laboratoriach
wzgledem surowicy EO5.

3. Przynajmniej raz w roku standardowe antygeny stosowane w laboratoriach przedklada si¢ instytutom
panstwowym, krajowym laboratoriom referencyjnym lub instytutom publicznym wyznaczonym zgodnie
z art. 6a w celu ich zbadania wzglgdem surowicy EO5. Oprdcz tej normalizacji stosowany antygen moze
zosta¢ poddany kalibracji zgodnie z metodg opisana w sekcji B.

4. Do wykonania testu konieczne sa nastgpujace odczynniki:

a) antygen: antygen musi zawieraé specyficzne glikoproteiny wirusa enzoootycznej bialaczki bydta, norma-
lizowane wzgledem surowicy EO5;

b) badang surowicg;
¢) znang pozytywng surowice kontrolng;

d

=

zel agarowy:

— 0,8 % agaru,

— 8,5 % Nadl,

— 0,05 M buforu Tris pH 7,2,

— 15 ml agaru nalezy umieSci¢ na plytce Petriego o $rednicy 85 mm, uzyskujac warstwe agaru
o grubodci 2,6 mm.

5. W agarze nalezy wycig¢ siedem wolnych od wilgoci basenikéw siggajacych dna plytki; wzér powinien
sktadac si¢ z jednego basenika centralnego i otaczajacych go szesciu basenikéw tworzacych koto.

Srednica basenika centralnego: 4 mm
Srednica basenikéw peryferyjnych: 6 mm

Odlegto$¢ migdzy basenikiem centralnym a basenikami peryferyjnymi: 3 mm
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10.

1.

. Basenik centralny nalezy wypelni¢ antygenem standardowym. Baseniki peryferyjne 1 i 4 opisane w sekji B.3

wypelnia si¢ znang surowica pozytywna; baseniki 2, 3, 5 i 6 wypelnia si¢ surowicami testowymi. Baseniki
nalezy wypelni¢ do znikniecia menisku.

. W ten sposob uzyskuje si¢ nastepujace ilosci:

— antygen: 32 pl,
— surowica kontrolna: 73 pl,

— surowica testowa: 73 pl.

. Plytki nalezy inkubowac przez 72 godziny w temperaturze pokojowej (20 do 27 °C), w zamknietej wilgotnej

komorze.

. Test mozna odczyta¢ po 24 i 48 godzinach, jednak koficowy wynik nie moze zosta¢ uzyskany przed

uplywem 72 godzin:

a) surowica testowa jest pozytywna, jezeli tworzy swoisty prazek precypitacyjny z antygenem wirusa
biataczki bydta (BLV) i tworzy lini¢ w pelni zgodna z surowicg kontrolng;

b) surowica testowa jest negatywna, jezeli nie tworzy swoistego prazka precypitacyjnego z antygenem BLV
i jezeli nie zakrzywia linii surowicy kontrolnej;

¢) odczyn jest niejednoznaczny, jezeli:

(i) zakrzywia lini¢ surowicy kontrolnej w strone basenika z antygenem BLV, ale nie tworzy widocznego
prazka precypitacyjnego z antygenem; lub

(i) nie mozna go odczytal ani jako odczynu negatywnego, ani pozytywnego.
W przypadku odczynéw niejednoznacznych test mozna powtdrzy¢, stosujac stezong surowice.

Mozna stosowa¢ kazdy inny uklad lub wzér basenikéw, o ile surowica E05, rozcieficzona w stosunku 1:10
w surowicy negatywnej, moze zosta¢ wykryta jako pozytywna.

B. Metoda normalizacji antygenu

Wymagane roztwory i materialy:
a) 40 ml 1,6 % agarozy w 0,05 buforze Tris-HCl, pH 7,2 z dodatkiem 8,5 % NaCl;

b) 15 ml surowicy z biataczka bydla, jedynie z antygenem przeciwko glikoproteinom wirusa biataczki bydta,
rozcieficzonej 1:10 w 0,05 M buforze Tris-HCl, pH 7,2 z dodatkiem 8,5 % NaCl;

¢) 15 ml surowicy z bialaczka bydla, jedynie antygenem przeciwko glikoproteinom wirusa leukozy bydta,
rozcieficzonej 1:5 w 0,05 M buforze Tris-HCl, pH 7,2 z dodatkiem 8,5 % NaCl;

d) cztery plastikowe plytki Petriego o $rednicy 85 mmy;
¢) dziurkacz o $rednicy 4-6 mm;

f) antygen odniesienia;

g) antygen do normalizacji;

h) taznia wodna (56 °C).

. Procedura:

Rozpusci¢ agaroze (1,6 %) w buforze Tris-HCl, podgrzewajac ostroznie do 100 °C. Umiesci¢ w fazni wodnej
w 56 °C na okolo godzing. W fazni wodnej w 56 °C umiesci¢ réwniez rozcieficzenia surowicy z biataczka
bydta.

Nastgpnie zmiesza¢ 15 ml roztworu agarozy o temperaturze 56 °C z 15 ml surowicy z biataczka bydta (1:10),
szybko wstrzasna¢ i wyla¢ po 15 ml na dwie plytki Petriego. Powtorzy¢ procedurg z surowica z bialaczka
bydla rozcieficzona w proporgji 1:5.
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Po zestaleniu si¢ agarozy wykona¢ w niej baseniki w nastepujacy sposéb:

Plytka Petriego nr 1 Plytka Petriego nr 2
Surowica 1:10 Surowica 1:10

o o 000
A B CDE 0 4 < o
A B < D

Plytka Petriego nr Plytka Petriego nr 4
Surowica 1:5 Surowica 1:5

< o 000
B CDE

3. Dodanie antygenu:
a) plytki Petriego nr 11 3:
(i) basenik A — nierozcieficzony antygen referencyjny;
(ii) basenik B — antygen referencyjny rozcieficzony w proporgji 1:2;
(iii) baseniki C i E — antygen referencyjny;
(iv) basenik D — nierozcieficzony antygen testowy;
b) plytki Petriego nr 2 i 4:
(i) basenik A — nierozcieficzony antygen testowy;
(ii) basenik B — antygen testowy rozcieficzony w proporgji 1:2;
(i) basenik C — antygen testowy rozcieficzony w proporcji 1:4;
(iv) basenik D — antygen testowy rozcieficzony w proporcji 1:8.
4. Dodatkowe wskazéwki:

a) aby uzyska¢ optymalna precypitacje, doswiadczenie nalezy wykona¢ z dwoma rozcieficzeniami surowicy
(155 i 1:10);

b) jezeli Srednica precypitacji jest zbyt mata w przypadku obu rozcienczen, surowice mozna bardziej rozcien-
czyé;

¢) jezeli $rednica precypitacji w przypadku obu rozcieficzen jest zbyt duza i staba, nalezy wybra¢ mniejsze
rozcieficzenie surowicy;

d) stezenie koncowe agarozy musi wynosi¢ 0,8 %; stezenia surowic odpowiednio 5 i 10 %;
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) zmierzone $rednice nalezy nanie$¢ na stosowny uklad wspélrzednych. Rozcienczony roztwér antygenu
testowego o tej samej Srednicy co antygen referencyjny jest rozcieficzeniem roboczym.

Srednica (mm)

11 12 1:3 14 1:5 186 7 18

Rozcieficzenie antygenéw

C. Metoda immunosorpcji skoniugowanych enzyméw (ELISA) do wykrywania enzoootycznej biataczki
bydla

1. Do wykonania testu potrzebne sa nastgpujace materialy i odczynniki:

o
=

mikroplytki z fazy stalej, kuwety lub inna faza stata;

=

antygen wigzany do fazy stalej za pomoca lub bez pomocy poliklonalnych lub monoklonalnych anty-
genéw wiazacych. Jezeli faza stala jest pokrywana bezposrednio antygenem, wszystkie badane prébki
dajace wynik pozytywny nalezy ponownie przebadal wzgledem antygenu kontrolnego w przypadku
enzootycznej biataczki bydla. Antygen kontrolny powinien by¢ identyczny w poréwnaniu z antygenem,
z t3 réznicy, Ze antygeny BLV sg nicobecne. Jezeli faza stala jest pokryta antygenami wiazacymi, antygeny
te nie powinny reagowa¢ z antygenami innymi niz antygeny BLV;

o

testowy plyn biologiczny;

&

odpowiednia kontrola pozytywna i negatywna;

&

konjugat;

f) substrat dostosowany do uzytego enzymu;

@) roztwor zatrzymujacy reakcje, w razie potrzeby;

h) roztwory do rozcieficzenia badanych probek, do przygotowania odczynnikéw oraz do mycia;

i) system odczytu odpowiedni do stosowanego substratu.
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2. Normalizacja i czulo§¢ testu

Czulo$¢ odczynu ELISA powinna by¢ takiego rzedu, aby surowica E05 dawala pozytywny wynik
w rozcieficzeniu dziesigciokrotnie (probki surowicy) lub 250-krotnie (probki mleka) wigkszym niz rozcien-
czenie uzyskane z pojedynczych prébek, jezeli s3 one taczone. W odczynach, gdzie probki (surowica i mleko)
sa badane indywidualnie, surowica E05 rozcieficzona w proporcji 1 do 10 (w surowicy negatywnej) lub 1 do
250 (w mleku negatywnym) powinna dawac wynik pozytywny, jezeli jest badana w tym samym rozcieficzeniu
doswiadczalnym jak zastosowane do pojedynczych badanych prébek. Instytuty publiczne wymienione w pkt 2
sekcji A odpowiedzialne sa za sprawdzanie jakosci metody ELISA, w szczegblnosci za okreslenie liczby
prébek, ktére nalezy polaczy¢ na podstawie wyniku miana surowicy E05, dla kazdej serii produkcyjne;.

. Warunki stosowania testu ELISA w odniesieniu do enzootycznej biataczki bydta:

a) metode ELISA mozna stosowal w odniesieniu do probek surowicy i mleka;

b) w przypadku gdy metody ELISA sg wykorzystywane do celow certyfikacyjnych zgodnie z art. 6 ust. 2 lit. )
lub do ustalenia i utrzymania statusu stada zgodnie z zalacznikiem D pkt I, polgczenie probek surowicy
lub mleka musi zostal wykonane w taki sposob, aby pobrane do badania prébki mozna bylo bez
watpliwosci odnie$¢ do konkretnego zwierzecia nalezacego do zbioru. Wszelkie testy potwierdzajace nalezy
przeprowadzi¢ na surowicy pobranej z pojedynczego zwierzecia;

¢) w przypadku gdy metody ELISA sa wykorzystywane przy uzyciu zbiorczej proby mleka, préba ta musi by
pobrana z mleka pochodzacego od stada, w ktorym przynajmniej 30 % kréw mlecznych jest przezna-
czonych do produkcji mleka. Wszelkie testy potwierdzajace nalezy przeprowadzi¢ na surowicy lub mleku
pobranych z pojedynczego zwierzgcia.”



