L 336/36

Europeiska unionens officiella tidning

18.12.2009

KOMMISSIONENS BESLUT
av den 15 december 2009

om indring av bilaga D till ridets direktiv 64/432/EEG nir det giller diagnostiska tester for
enzootisk bovin leukos

[delgivet med nr K(2009) 9951]

(Text av betydelse for EES)

(2009/976/EU)

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DETTA BESLUT

med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktions-

satt,

med beaktande av rddets direktiv 64/432/EEG av den 26 juni
1964 om djurhilsoproblem som paverkar handeln med not-
kreatur och svin inom gemenskapen (%), sérskilt artikel 16 andra
stycket, och

av foljande skal:

(1)

Direktiv 64/432[EEG tillimpas pd handeln inom unionen
med notkreatur och i kapitel II i bilaga D till det direk-
tivet foreskrivs de metoder for diagnos av enzootisk bo-
vin leukos som ska anvindas for bekimpning och utrot-
ning av sjukdomen, for kontroll och uppféljning samt for
saval sikerstdllande av att besittningar dr och forblir fria
fran enzootisk bovin leukos som utstillande av intyg
som kravs for handeln inom unionen med nétkreatur.

I kapitel II i bilaga D till direktiv 64/432/EEG foreskrivs
att testning av enzootisk bovin leukos ska utféras med
hjilp av antingen immundiffusionstest i agargel (Agid)
med ett antigen som standardiserats i forhallande till
det officiella EU-standardserumet (El-serum), eller ett Eli-
saprov (enzyme-linked immunosorbent assay) som standar-
diserats i forhdllande till E4-serum. Bida standardse-
rumen tillhandahdlls av Veterinarinstituttet vid Dan-
marks Tekniske Universitet.

Ett nytt standardserum for enzootisk bovin leukos (E05-
serum) har nyligen utvecklats av OIE:s (Varldsorganisatio-
nen for djurhilsa) referenslaboratorium for enzootisk bo-
vin leukos i Tyskland (Friedrich-Loeffler-Institut) i sam-
arbete med OIE:s referenslaboratorier i Forenade kung-
ariket (Veterinary Laboratories Agency) och Polen (Parist-
wowy Instytut Weterynaryjny, nationella institutet for forsk-
ning inom veterindrmedicin), efter att ha testats med
hjilp av ett ringtest dir de berérda laboratorierna med-
verkade. EO5-serumet har validerats i forhallande till EI-
och E4-serumen med olika Agid- och Elisatester och har
foljaktligen inforts som ett ackrediterat OIE-standardse-

(") EGT 121, 29.7.1964, s. 1977/64.

rum i kapitel 2.4.11 avsnitt B.2 i OIE:s Manual of Dia-
gnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, sjitte upp-
lagan, 2008. Detta serum tillhandahlls av OIE:s referens-
laboratorium for enzootisk bovin leukos i Tyskland.

Dessutom har Veterinarinstituttet vid Danmarks Tek-
niske Universitet meddelat kommissionen att det inte
langre kan uppfylla sina skyldigheter ndr det giller att
tillhandahélla de standardserum som for nirvarande om-
fattas av kapitel II i bilaga D till direktiv 64/432[EEG.

Behoriga myndigheter i Tyskland och Friedrich-Loeffler-
Institut har accepterat att tillhandahélla det E05-serum
som foljaktligen ska bli Europeiska unionens nya offici-
ella standardserum for enzootisk bovin leukos.

Direktiv 64/432[/EEG bor darfor dndras i enlighet med
detta.

De édtgdrder som foreskrivs i detta beslut dr forenliga med
yttrandet fran stindiga kommittén for livsmedelskedjan
och djurhilsa.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Kapitel II i bilaga D till direktiv 64/432/EEG ska ersittas med
texten i bilagan till detta beslut.

Artikel 2

Detta beslut riktar sig till medlemsstaterna.

Utfdrdat i Bryssel den 15 december 2009.

Pd kommissionens vignar
Androulla VASSILIOU

Ledamot av kommissionen
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BILAGA

Kapitel 1I i bilaga D till direktiv 64/432[EEG ska ersittas med foljande:

"KAPITEL 1I
PROV FOR ATT PAVISA ENZOOTISK BOVIN LEUKOS

Undersokningar for pavisande av enzootisk bovin leukos ska utforas med hjilp av immunodiffusionstest i agargel
(Agid) under de villkor som beskrivs i avsnitt A och B eller genom Elisametoden (enzyme-linked immunosorbent assay)
under de villkor som beskrivs i avsnitt C. Immundiffusionstestet i agargel fir endast anvindas for testning av
individuella prover. Om testresultaten ifrdgasitts av vilgrundade skil ska en ytterligare kontroll utforas med hjilp
av ett immundiffusionstest i agargel.

Agid- och Elisatesterna ska standardiseras mot EQ5-serumet, vilket ska vara det officiella EU-standardserumet och
tillhandahallas av

Friedrich-Loeffler-Institut

Federal Research Institute for Animal Health (Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit)
OIE Reference Laboratory for Enzootic Bovine Leukosis (EBL)

Siidufer 10

17493 Greifswald — Insel Riems
Tyskland

A. Prov for pavisande av enzootisk bovin leukos genom immunodiffusionstest i agargel

1. Det antigen som ska anvindas vid detta test ska innehélla glykoprotein fran bovint leukosvirus. Antigenen
ska standardiseras i forhallande till EO5-serumet.

2. De statliga institut, nationella referenslaboratorier eller officiella institut som utsetts i enlighet med artikel 6a
for att samordna standarder och metoder for diagnos rorande tester av enzootisk bovin leukos ska ansvara
for kalibreringen av laboratoriets standardantigen i forhéllande till EO5-serumet.

3. De standardantigener som anvinds i laboratoriet ska minst en gdng om dret sindas till de statliga institut,
nationella referenslaboratorier eller statliga inrdttningar som utsetts i enlighet med artikel 6a for att dir
analyseras i forhallande till EO5-serumet. Oberoende av denna standardisering kan det antigen som anvinds
kalibreras enligt metoden i avsnitt B.

4. Vid provet ska foljande reagenser anvindas:

a) Antigen: antigenet ska innehélla specifikt glykoprotein fran enzootiskt bovint leukosvirus (BLV) som har
standardiserats i forhallande till EO5-serumet.

b) Det serum som ska analyseras.
¢) Ett kint positivt kontrollserum.
d) Agargel:

— 0,8 % agar,

— 8,5 % Na(l,

— 0,05 M Tris-buffert, pH 7,2,

— 15 ml av denna agar ska hillas i en petriskdl med 85 mm diameter, vilket ger ett 2,6 mm tjockt lager
av agar.

5. En experimentanordning bestdende av sju fuktfria brunnar ska skiras ut i agarn dnda till bottnen; denna
formation ska bestd av en central brunn och sex perifera brunnar ordnade i cirkel runt den centrala brunnen.

Den centrala brunnens diameter: 4 mm.
De perifera brunnarnas diameter: 6 mm.

Avstandet mellan den centrala och de perifera brunnarna: 3 mm.
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6.

10.

Den centrala brunnen ska fyllas med standardantigenet. De perifera brunnarna 1 och 4 enligt beskrivningen i
B.3 ska fyllas med det kdnda positiva serumet; brunnarna 2, 3, 5 och 6 med de serum som ska analyseras.
Brunnarna ska fyllas tills menisken forsvinner.

. Detta ger foljande reagensmingder:

— Antigen: 32 mikroliter.
— Kontrollserum: 73 mikroliter.

— Det serum som ska analyseras: 73 mikroliter.

. Inkubationen ska ske under 72 timmar i rumstemperatur (20-27 °C) i en sluten fuktig kammare.

. Provresultatet fir avldsas efter 24 timmar och sedan efter 48 timmar, men ett slutgiltigt resultat kan inte

erhéllas forrin efter 72 timmar:

a) Ett serum som ska analyseras dr positivt om det bildar en specifik precipitationslinje med antigenet for
bovint leukosvirus och denna kurva ir identisk med kontrollserumets.

b) Ett serum som ska analyseras 4r negativt om det inte bildar en specifik precipitationslinje med antigenet
for bovint leukosvirus och om det inte bojer av kontrollserumets linje.

¢) Reaktionen kan inte betraktas som tillforlitlig om

i) serumet bojer av kontrollserumets linje mot brunnen med antigenet f6r bovint leukosvirus utan att
bilda en iakttagbar precipitationslinje med antigenet, eller

ii) om det inte dr mojligt att tolka den som vare sig positiv eller negativ.
Nir det géller otillforlitliga reaktioner kan man utfora analysen en géng till och anvinda koncentrerat serum.

Andra konfigurationer eller en annan anordning av brunnarna fir anvindas under forutsittning att EO5-
serum i utspadning 1:10 i det negativa serumet kan identifieras som positivt.

B. Metod fér standardisering av antigenet

1.

Foljande 1osningar och material krévs:
a) 40 ml agar pd 1,6 i 0,05 M Tris/HCl buffert, pH 7,2 med 8,5 % NaCl.

b) 15 ml bovin leukos-serum som endast har antikroppar mot glykoproteinerna i bovint leukosvirus, i
utspadning 1:10 i 0,05 M Tris/HCl buffert, pH 7,2 med 8,5 % NaCl.

¢) 15 ml av ett bovin leukos-serum som endast har antikroppar mot glykoproteinerna i bovint leukosvirus, i
utspadning 1:5 1 0,05 M Tris/HCl buffert, pH 7,2 med 8,5 % NaCl.

d) Fyra petriskalar av plast med en diameter pd 85 mm.
¢) En stans med en diameter pd 4-6 mm.

f) Ett referensantigen.

g) Det antigen som ska standardiseras.

h) Ett varmt vattenbad (56 °C).

. Metod:

Agar (1,6 %) loses i Tris/HCl buffert under forsiktig uppvarmning till 100 °C. Placera det i vattenbad med en
temperatur pd 56 °C i ca en timme. Aven losningarna av bovin leukos-serum placeras i vattenbadet pa 56 °C.

Direfter blandas 15 ml av agarlosningen med en temperatur pd 56 °C med 15 ml bovin leukos-serum (1:10),
omskakas hastigt och hills i tvd petriskdlar, 15 ml per skdl. De ovan beskrivna forfarandena upprepas med
bovin leukos-serumet i utspadning 1:5.
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Nar agaret har stelnat gors hal i det pa foljande sitt:

Petriskl nr 1 Petriskdl nr 2
Serum 1:10 Serum 1:10
o o 000
A B CDE ° © < o
A B < D
Petriskdl nr 3 Petriskdl nr 4
Serum 1:5 Serum 1:5
< o 000
A B CDE 0 o ] [}
A 2 4 D

3. Tillsdttning av antigen:

a) Petriskdlarna 1 och 3:

i) Brunn A = outspitt referensantigen.

ii) Brunn B = referensantigen i utspadning 1:2.
i) Brunnarna C + E = referensantigen.

iv) Brunn D = outspitt antigen som ska analyseras.

=5
=

Petriskdlarna 2 och 4:

i) Brunn A = outspitt antigen som ska analyseras.

ii) Brunn B = antigen som ska analyseras, i utspadning 1:2.
iii) Brunn C = antigen som ska analyseras, i utspadning 1:4.
iv) Brunn D = antigen som ska analyseras, i utspidning 1:8.
4. Ytterligare anvisningar
a) For optimal precipitation bor testet goras med serum i tvd spadningar (1:5 och 1:10).
b) Om precipitationsdiametern &r for liten med bdda spddningarna ska serumet spidas ut ytterligare.

¢) Om precipitationsdiametern 4r for hog med bdda spddningarna och om precipitationen forsvinner ska en
lagre serumutspidning viljas.

d) Agarens slutliga koncentration ska stabiliseras vid 0,8 % och serumens vid 5 % respektive 10 %.
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¢) De uppmitta diametrarna ska ritas in i nedanstdende koordinatsystem. Den utspidning som ska anvindas
ar den som har samma diameter for det antigen som ska analyseras som for referensantigenet.

Diameter (mm)

11 12 1:3 14 1:5 16 7 1:8

Utspidning av antigener

C. Elisametoden (enzyme-linked immunosorbent assay) for pavisande av enzootisk bovin leukos

1. Foljande material och reagenser ska anvindas:

a) Mikroplattor for den fasta fasen, skélar eller varje annan fast fas.

b) Antigenet ska bindas till den fasta fasen med eller utan hjilp av polyklonala eller monoklonala fistande
antikroppar. Om man i frdga om enzootisk bovin leukos later antigenet fista direkt till den fasta fasen ska
alla undersokta prov som uppvisar positiv reaktion undersokas i forhdllande till kontrollantigenet. Kontroll-
antigenet ska vara identiskt med antigenet men sakna antigenet for bovin leukos. Om fistade antikroppar
fastes till den fasta fasen fir dessa antikroppar inte reagera med andra antigen 4n antigenet for bovin
leukos.

¢) Den biologiska vitska som ska undersokas.

d) Motsvarande positiva och negativa kontroller.

¢) Konjugatet.
f) Ett substrat som &r anpassat till det enzym som anvinds.

g) Vid behov en stopplosning.

=

Losningar for utspidning av de prov som ska undersokas, beredning av reagensen och tvittning.

i) Ett avldsningssystem som lampar sig for det substrat som anvinds.
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2. Standardisering och metodens kinslighet

Elisametodens kanslighet ska vara av sa hog grad att EO5-serum uppvisar en positiv reaktion nir det spads ut
10 ganger (serumprov) eller 250 ganger (mjolkprov) mer dn den utspadning som fas vid poolning av proven.
Vid forsok dar prov (serum och mjolk) analyseras individuellt ska EO5-serum i utspadning 1:10 (negativt
serum) eller 1:250 (negativ mjolk) uppvisa en positiv reaktion nir det analyseras i samma utspadning som den
som anvands vid de individuella proven. De institut som avses i avsnitt A.2 ska vara ansvariga for kvalitets-
kontrollen av Elisametoden, sdrskilt nir det giller att for varje parti bestimma hur médnga prov som ska inga i
ett samlingsprov pd grundval av den titer som har erhdllits for EO5-serumet.

3. Foljande villkor ska gilla for anvindningen av Elisatestet vid pdvisandet av enzootisk bovin leukos:
a) Elisatest far anvandas pa prover frin mjolk och serum.

b) Nir Elisatest anvinds for utfirdande av intyg i enlighet med artikel 6.2 ¢ eller for faststillande av besitt-
ningsstatus i enlighet med bilaga D.I ska sammanslagningar av serum- eller mjolkprover ske pa ett sadant
sitt att de prover som tagits for att undersokas utan minsta tvivel kan hinforas till de enskilda djur som
ingdr i samlingsprovet. Alla kontrolltester ska utforas pd prover fran enskilda djur.

¢) Nar Elisatest anvands pd ett prov fran opaketerad mjolk ska detta prov tas frén en besittning med minst
30 % lakterande mjolkkor. Alla kontrolltester ska utforas pé serum- eller mjolkprover frén enskilda djur.”



