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A BIZOTTSAG HATAROZATA
(2009. december 15.)

az enzootids szarvasmarha-leukézis diagnosztikai vizsgilatai tekintetében a 64/432/EGK tandcsi
irdnyelv D. mellékletének médositdsarol

(az értesités a C(2009) 9951. szdmii dokumentummal tortént)

(EGT-vonatkozdsi szoveg)

(2009/976/EU)

AZ EUROPAI BIZOTTSAG,

tekintettel az Eurdpai Unié miikodésérsl sz0l6 szerz8désre,

tekintettel a szarvasmarhafélék és a sertések Kozosségen beliili
kereskedelmét érint§ dllat-egészségiigyi problémdkrdl sz616,

1964.
nosen

mivel:

(1)

jinius 26-i 64/432[EGK tandcsi irdnyelvre (') és kilo-
annak 16. cikkére,

A 64[432[EGK irdnyelv a szarvasmarhafélék az Unién
beliili kereskedelmére alkalmazandd, és D. mellékletének
II. fejezete meghatdrozza az enzootids szarvasmarha-
leukézis (EBL) kimutatdsara szolgdlé azon diagnosztikai
vizsgélatokat, amelyeket a betegség ellendrzése és felszé-
moldsa, feliigyelete és megfigyelése, a betegségtdl hatdsa-
gilag mentes statusti dllomanyok kialakitdsa és fenntar-
tdsa, valamint a szarvasmarhafélék Uni6n beliili kereske-
delméhez el@irt allat-egészségiigyi igazolds céljaira hasz-
nélni kell.

A 64[432[EGK irdnyelv D. mellékletének II. fejezete
el6irja, hogy az enzootids szarvasmarha-leukézis vizsgala-
tait vagy olyan agargél-immundiffiiziés prébaval (AGID)
kell elvégezni, amely sordn hivatalos EK-standardszé-
rummal (EI szérum) standardizalt antigént haszndlnak
fel, vagy pedig enzimkotott immunoszorbens teszttel
(ELISA), amelyet E4 szérummal standardizaltak. Mindkét
standardszérumot a Dan Miiszaki Egyetem Nemzeti Allat-
egészségiigyi Intézete (National Veterinary Institute, Tech-
nical University of Denmark) biztositja.

Az Allat-egészségiigyi Vildgszervezet (OIE) enzootids
szarvasmarha-leukézissal foglalkozé németorszagi refe-
rencialaboratériuma  (Friedrich-Loeffler-Institute) az OIE
brit (Allategészségiigyi Laboratériumi Ugynokség, Veteri-
nary Laboratories Agency) és a lengyel (Nemzeti Allat-
egészségligyi Kutatdintézet) referencialaboratériumaival
egyiittmtikodve nemrégiben @j enzootids szarvasmarha-
leukézis standardszérumot (E05 szérum) fejlesztett ki,
miutdn a szeren a hdrom laboratériumban korvizsgalatot
végeztek. Az EO5 szérumot kiillonb6z8 AGID és ELISA-
tesztekkel validdltdk az EI és az E4 szérummal szemben,
kovetkezésképpen akkreditalt OIE standardszérumként
bekeriilt az OIE ,A szdrazfoldi éllatokndl alkalmazott

121, 1964.7.29., 1977/64. o.

(') HL

diagnosztikai vizsgdlatok és vakcindk kézikonyve”
(Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals) cim{ kiadvanya (hatodik kiadds: 2008) 2.4.11.
fejezetének B(2) szakaszdba. A szérum Németorszdgban
az OIE enzootids szarvasmarha-leukézissal foglalkozd
referencialaboratériumdban szerezhetd be.

Ezen tilmenden a Din Miiszaki Egyetem Nemzeti Allat-
egészségligyi Intézete értesitette a Bizottsdgot, hogy a
jovében nem tudja teljesiteni azon kotelességét, amely
szerint a 64[432[EGK irdnyelv D. mellékletének II. feje-
zetében elirtak szerint biztositania kell a jelenlegi stan-
dardszérumot.

A német illetékes hatésdgok és a Friedrich-Loeffler-
Institut megdllapoddsa szerint 6k fogjak biztositani az
EO5 szérumot, amely ennek eredményeként az enzootids
szarvasmarha-leukdzis 1j hivatalos eurépai uniés (EU-s)
standardszérumavd vélik.

A 64/432[EGK irdnyelvet ezért ennek megfeleléen médo-
sitani kell.

Az e hatdrozatban el8irt intézkedések Osszhangban
vannak az Elelmiszerlinc- és Allategészségiigyi Allandé
Bizottsdg véleményével,

ELFOGADTA EZT A HATAROZATOT:

1. cikk

A 64[432[EGK irdnyelv D. mellékletének I fejezete helyébe e
hatdrozat mellékletének szovege 1ép.

2. cikk

Ennek a hatdrozatnak a tagdllamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 2009. december 15-én.

a Bizottsdg részérdl
Androulla VASSILIOU
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET

A 64[432[EGK irdnyelv D. mellékletének II. fejezete helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

L FEJEZET
AZ ENZOOTIAS SZARVASMARHA-LEUKOZIS KIMUTATASARA ALKALMAZHATO VIZSGALATOK

A enzootids szarvasmarha-leukdzis kimutatdsdra szolgdlé vizsgélatokat az A. és B. szakaszban leirt feltételek szerinti
agargél-immundiffuziés prébaval (AGID) vagy a C. szakaszban leirt feltételek szerinti enzimkotott immunoszorbens
teszttel (ELISA) végzik. Az agargél-immundiffizios médszert kizdrolag egyedi esetekben lehet alkalmazni. Ameny-
nyiben a vizsgdlat eredményei megalapozottan kétségbe vonhatdk, tigy tovabbi vizsgdlatra van sziikség az agargél-
immundiffiziés préba alkalmazasaval.

Az AGID- és ELISA-teszt standardizéldsra keriil az EO5 szérummal, amely az Unié hivatalos standardszéruma, és
amelyet a kovetkezd intézet biztosit:

Friedrich-Loeffler-Institut

Szovetségi Allategészségiigyi Kutatdintézet

Az OIE enzootids szarvasmarha-leukozissal foglalkozé referencialaboratériuma
Siidufer 10

17493 Greifswald — Insel Riems
Németorszag

A. Agargél-immundiffdzids préba az enzootids szarvasmarha-leukézis kimutatdsira

1. A probéhoz felhaszndlandé antigénnek a szarvasmarhaleukézis-virus glikoproteinjét kell tartalmaznia. Az
antigént az E05 szérummal standardizdlni kell.

2. A laboratérium standard munkaantigénjének az E05 standardszérummal torténd hitelesitéséért a 6a. cikkel
osszhangban az enzootids szarvasmarha-leukézis vizsgalatdhoz sziikséges diagnosztikai standardok és
modszerek Osszehangoldsa érdekében kijelolt dllami intézetek, nemzeti referencialaboratériumok vagy hiva-
talos intézetek felelGsek.

3. A laboratériumban haszndlt standard antigéneket évente legalibb egyszer be kell nyijtani a 6a. cikkel
osszhangban kijelolt dllami intézetek, nemzeti referencialaboratériumok vagy hivatalos intézetek szdmadra
az E05 szérummal torténd vizsgdlat céljidbol. A standardizdlds mellett a haszndlt antigén a B. szakaszban
ismertetett mddszer szerint is hitelesithetd.

4. A probahoz sziikséges reagensek a kovetkezdk:

a) antigén: az antigénnek tartalmaznia kell az E05 szérummal standardizdlt enzootids szarvasmarha-leukézis
virusspecifikus glikoproteinjeit;

b) a vizsgdland6 szérum;
¢) ismerten pozitiv kontrollszérum;
d) agargél:
— 0,8 % agar,
— 8,5 % Na(l,
— 0,05 M Tris-puffer pH 7,2,
— 15 ml agar 85 mm dtmérGjii Petri-csészébe kiontve 2,6 mm vastagsigl agart eredményez.

5. Hét nedvességmentes véjatot kell az edény aljdig az agargélbe vdgni a kovetkezé minta szerint: egy kozponti
véjat és koriilotte kor alakban tovébbi hat véjat.

A kozponti véjat dtmérdje: 4 mm
A kiils6 vdjatok dtmérGje: 6 mm

A kozponti és a kiilsé véjatok kozotti tdvolsdg: 3 mm
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6.

10.

1.

A kozéps6 véjatot meg kell tolteni a standard antigénnel. A B.3. szakaszban leirt médon az 1-es és a 4-es
periférids vdjatot az ismerten pozitiv szérummal, a 2-es, 3-as, 5-0s és 6-os vdjatot pedig a vizsgdlando
szérummal kell megtolteni. A vdjatokat addig kell feltolteni, amig az edény alja el nem tinik.

. Ez a kovetkezd mennyiségeket eredményezi:

— antigén: 32 pl,
— kontrollszérum: 73 pl,

— vizsgdland6 szérum: 73 pl.

. Az inkubdcié 72 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten (20 °C és 27 °C kozott), zart nedves kamrdban torténik.

. A probat 24 és 48 ora elteltével is lehet értékelni, de végleges eredményt csak 72 ora elteltével lehet kapni:

a) a vizsgdlandé szérum pozitiv, ha specifikus precipitdcids ivet alkot a szarvasmarhaleukézis-virus (BLV)
antigénnel, és teljes identikus precipitdcids ivet ad a kontrollszérummal;

b) a vizsgdland6 szérum negativ, ha nem alkot specifikus precipitdcids ivet a BLV antigénnel, valamint nem
hajlitja el a kontrollszérum 4&ltal adott ivet;

¢) a reakcié nem tekinthet§ egyértelmtinek, amennyiben az:

i. a kontrollszérum ivét a BLV antigént tartalmazé vdjat felé hajlitja anélkil, hogy ldthatd precipitdcios
ivet mutatna az antigénnel; vagy

ii. ha sem pozitivnak, sem negativnak nem mindsithetd.
Kétes reakciok esetében a prébat meg lehet ismételni koncentralt szérum felhaszndldsaval.

Alkalmazhaté barmely mds véjatkonfigurdcié vagy mintdzat, feltéve, hogy a negativ szérummal 1:10
ardnyban higitott EO5 szérum esetében pozitiv eredmény mutathaté ki.

B. Az antigén-standardizalds

Sziikséges oldatok és anyagok:
a) 40 ml 1,6 %-os agaréz 0,05 M Tris/HCl pufferben, 7,2 pH, 8,5 % NaCl-dal;

b) 15 ml szarvasmarha-leukdzis szérum, amely kizdrolag a szarvasmarha-leukozis virus glikoproteinjei ellen
tartalmaz ellenanyagokat, 7,2-es pH-ji 0,05 M Tris/HCl pufferben 1:10 ardnyban higitva, 8,5 % NaCl-dal;

¢) 15 ml szarvasmarha-leukézis szérum, amely kizdrdlag a szarvasmarhaleukdzis-virus glikoproteinjei ellen
tartalmaz ellenanyagokat, 7,2-es pH-ji 0,05 M Tris/HCl pufferben 1:5 ardnyban higitva, 8,5 % NaCl-dal;

d) négy darab 85 mm dtmérGji mifanyag Petri-csésze;
€) 4-6 mm atmérgjl lyukasztd;

f) referencia-antigén;

¢) a standardizdlandé antigén;

h) vizfiirdg (56 °C).

. Eljdrds:

Az agardzt (1,6 %) 100 °C-ra torténd dvatos melegitéssel oldjuk fel a Tris/HCl pufferban. Koriilbeliil egy ordra
helyezziik 56 °C-os vizfiirdSbe. A szarvasmarha-leukdzis szérumhigitdsokat szintén helyezziik 56 °C-os vizfiir-
ddbe.

Ezutdn az 56 °C-os agar6zbol 15 ml-nyi mennyiséget keverjiik 6ssze a 15 ml szarvasmarhaszérum-higitéssal
(1:10), gyorsan rdzzuk ossze, és 15-15 ml-t ontsiink a két Petri-csésze mindegyikébe. Ismételjiik meg az
eljdrast az 1:5-0s higitdsti szarvasmarhaleukdzis-szérummal.
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Amikor az agar6z megszildrdult, a lyukakat a kovetkezdk szerint kell elkésziteni:

1. Petri-csésze
Szérum: 1:10

[ [ 600
A B CDE
3. Petri-csésze
Szérum: 1:5
[ [+] 000
A B CDE

3. Az antigén hozzdaddsa:
a) 1. és 3. Petri-csésze:
i. A. védjat — higitatlan referencia-antigén;
ii. B. vdjat — 1:2 higitdsti referencia-antigén;
iii. C. és E. vdjat — referencia-antigén;
iv. D. vdjat — higitatlan vizsgdlandé antigén.
b) 2. és 4. Petri-csésze:
i. A. védjat — higitatlan vizsgdland6 antigén;
ii. B. vdjat — 1:2 higitdst vizsgdlandé antigén;
iii. C. vdjat — 1:4 higitdsa vizsgdlandd antigén;
iv. D. vdjat — 1:8 higitdst vizsgdlandé antigén.

4. Tovabbi utasitdsok:

2. Petri-csésze
Szérum: 1:10

4. Petri-csésze
Szérum: 1:5

a) Az optimélis precipiticié elérése érdekében a prébdkat két szérumhigitdssal (1:5 és 1:10) kell elvégezni.

b) Amennyiben a precipitdcids gyt dtmérdje mindkét higitds esetén til kicsi, tigy a szérumot tovabb kell

higitani.

¢) Amennyiben a precipitdcids gytirt dtmérsje mindkét higitds esetén til nagy és elmosddott, igy alacsonyabb

higitasi 1éptékd szérumot kell vélasztani.

d) Az agaréz végsG koncentricidja 0,8 %, a szérumoké pedig 5, illetve 10 %.
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e) A mért dtmérdket a kovetkez$ koordindtarendszerben kell dbrdzolni. A referencia-antigénnel azonos dtmé-
r6jli precipitdciét mutat6 antigénhigitds a munkahigitds.

Atmérs (mm)

Az antigének higitdsa

C. Enzimkotott immunoszorbens teszt (ELISA) alkalmazdsa enzootids szarvasmarha-leukdzis kimutatdsdra

1. Az alkalmazandé anyagok és reagensek a kovetkezdk:

a) szilard fazist mikrolemezek, kiivettdk vagy mds szildrd fazis;

=

poliklondlis vagy monoklondlis elfogd ellenanyagok segitségével vagy anélkiil a szildrd fazishoz rogzitett
antigén. Amennyiben az antigént kozvetleniil a szilird fdzishoz kotik, minden pozitiv reakciét mutatd
mintét a kontrollantigénnel Gjra meg kell vizsgalni. A kontrollantigénnek meg kell egyeznie az antigénnel,
kivéve, ha a BLV antigének nincsenek jelen. Amennyiben elfogé ellenanyagokkal vonjék be a szildrd fézist,
az ellenanyagok kizdrolag a BLV antigénekre reaglhatnak;

¢) a vizsgilandd bioldgiai folyadék;

d) megfelel§ pozitiv és negativ kontroll;

e) konjugdtum;

f) a haszndlt enzimhez adaptélt szubsztrat;

g) szitkség esetén ledllité oldat;

h) a reagensek elGkészitésére, a vizsgdlandé mintdk higitdsdra és lemosdsra szolgilé oldatok;

i) a haszndlt szubsztritnak megfelel§ leolvasdsi rendszer.
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2. A teszt standardizéldsa és érzékenysége

Az ELISA-teszt érzékenységének olyan fokinak kell lennie, hogy az egyesitett egyedi mintdk esetében kapott
higitds 10-szeresére (szérummintdk esetében) vagy 250-szeresére (tejmintdk esetében) higitott EO5 szérum
pozitiv eredményt adjon. A mintdk (szérum- és tejmintak) egyedi vizsgdlata esetén a (negativ szérumban)
1:10 ardnyban vagy (negativ tejben) 1:250 ardnyban higitott EO5 szérumnak pozitiv eredményt kell hoznia, ha
az egyedi mintdk vizsgdlatira alkalmazott higitdsi fokkal megegyezd higitasban vizsgaljak. Az ELISA-teszt
minGségének ellendrzése és kilonosen az EO5 szérummal kapott szdm alapjin az egyesitendé mintik
szémédnak minden egyes termelési tétel esetében torténd meghatdrozdsa az A. szakasz 2. pontjdban emlitett
intézetek feladata lesz.

3. Az ELISA-teszt enzootids szarvasmarha-leukdzis kimutatdsdra vald alkalmazdsinak feltételei
a) Az ELISA-tesztek szérum- és tejmintdkon alkalmazhatok.

b) Amennyiben az ELISA-tesztek a 6. cikk (2) bekezdésének c) pontjdval osszhangban bizonylatoldsi célokra,
vagy a D. melléklet 1. fejezetével Osszhangban valamely dllomdny stituszdnak megdllapitdsira és fenn-
tartdsdra alkalmazzdk, a szérum- és tejmintdkat oly médon kell elegykezelni, hogy a vizsgédlati mintdkat
egyértelmtien hozzd lehessen rendelni ahhoz az dllategyedhez, amelybdl szdrmazé mintdt az elegy tartal-
mazta. Az igazold vizsgdlatokat az egyes dllategyedekbd! vett mintdkon kell elvégezni.

¢) Az ELISA-teszt alkalmazhat6 valamely olyan gazdasigbdl gytijtott tejbdl vett omlesztettej-minta vizsgéla-
tara, amelyben a tejel§ tehenek legaldbb 30 %-a tejel. Az igazold vizsgdlatokat az egyes dllategyedekbdl vett
szérummintdkon kell elvégezni.”



