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ROZHODNUTI KOMISE

ze dne 10. prosince 2008,

kterym se méni pfiloha C smérnice Rady 64/432/EHS a rozhodnuti 2004/226/ES, pokud jde
o diagnostické testy ke zjisténi brucelézy skotu

(ozndmeno pod cislem K(2008) 7642)

(Text s vyznamem pro EHP)

(2008/984/ES)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI, (5)

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

(6)
s ohledem na smérnici Rady 64/432/EHS ze dne 26. ¢ervna 1964
o veterindrnich otazkich obchodu se skotem a prasaty uvnitf
Spolecenstvi ('), a zejména na ¢l. 6 odst. 2 pism. b) a ¢l. 16
odst. 1 druhy pododstavec uvedené smérnice,
vzhledem k témto davodum:

)

(1)  Priloha C smérnice 64/432/EHS stanovi diagnostické
metody ke zjisténi brucel6zy skotu, které se maji pouzit
pro tlumenti a eradikaci uvedené choroby a pro sledovani
a dozor, stejné jako pro stanoveni a zachovani statusu
stdda skotu tfedné prostého brucelézy a pro osvédcovani ®)
pozadované pro obchod se skotem uvnitf Spolecenstvi.

(2)  Rozhodnuti Komise 2004/226/ES ze dne 4. bfezna 2004,
kterym se schvaluji testy k detekci protildtek proti bruce-
l6ze skotu v rdmci smérnice Rady 64/432[EHS (%), schva-
luje nékteré testy ke zjisténi bruceldzy skotu, které sméji
byt pouzity jako alternativa k povinnému séroaglutinac-
nimu testu (SAT) pro osvédcovéni skotu v souladu s ¢l. 6 )
odst. 2 pism. b) smérnice 64/432/EHS.

(3)  Test fluorescenéni polarizace (FPA) je novy diagnosticky
test, ktery byl zahrnut jako pfedepsany test pro mezi-
ndrodni obchod v kapitole 2.4.3 (brucel6za skotu)
Prirucky diagnostickych testti a ockovacich latek pro
suchozemskd zvifata Svétové organizace pro zdravi zvifat (10)
(OIE), Sesté vydani z roku 2008.

(4 Komise pozadala Evropsky dfad pro bezpecnost potravin 11)
o poskytnuti védeckého stanoviska, zda je vhodné
zahrnout test FPA do pfilohy C smérnice 64/432/EHS.

Komise déle pozddala Evropsky dfad pro bezpecnost
potravin, aby posoudil vhodnost testu FPA a testi uvede-
nych v ¢lanku 1 rozhodnuti 2004/226[ES pro dGcely
osvédcovani skotu pro obchod uvnitt Spolecenstvi.

Dne 11. prosince 2006 piijala Komise pro zdravi a dobré
zivotni podminky zvifat védecké stanovisko k metoddm
diagnostiky brucelézy u skotu (}), ve kterém dospéla
k zavéru, ze kromé SAT jsou diagnostické testy ke
zjiténi bruceldzy skotu zahrnuté v piiloze C smérnice
64/432/EHS vhodné, aby zustaly zachovdny jakozto
standardni testy pro ucely osvéd¢ovani jednotlivych
kust skotu pro obchod uvniti Spolecenstvi.

Nicméné, jelikoz je test SAT testem pred opusténim stada
piimo pfedepsanym pro obchodovini s dobytkem
v ¢l 6. odst. 2 pism. b) smérnice 64/432[ES, musi byt
v piiloze C uvedené smérnice k dispozici technickd speci-
fikace.

Védecké stanovisko ze dne 11. prosince 2006 navic
dospélo k zévéru, ze citlivost a specifiénost testu FPA
jsou srovnatelné s témi, jaké maji testy zahrnuté
v piloze C smérnice 64/432/EHS a shledalo, Ze test je
vhodny, aby byl zahrnut v uvedené piiloze jakozto stan-
dardni test pro diagnostiku brucelézy u uvedenych zvitat
pro obchod uvniti Spolecenstvi.

Nedéavno vyvinuté metody polymerdzové fetézové reakce
popsané v oddilu 1 pism. d) kapitoly 2.4.3 Prirucky
diagnostickych testi a ockovacich latek pro suchozemska
zvifata Svétové organizace pro zdravi zvifat (OIE), Sestém
vyddni z roku 2008 poskytuji dodate¢né prostiedky
k detekci a urceni Brucelly spp., a proto by mély byt
zahrnuty v piloze C smérnice 64/432[EHS.

Pfiloha C smérnice 64/432/EHS a rozhodnuti
2004/226(ES by proto mély byt odpovidajicim
zpusobem zménény.

Opatfeni stanovend timto rozhodnutim jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro potravinovy fetézec
a zdravi zvifat,

vést. 121, 29.7.1964, s. 1977/64. () http://www.efsa.ecuropa.eu/EFSA[efsa_locale-
. vést. L 68, 6.3.2004, s. 36. 1178620753812_1178620772731.htm
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PRJALA TOTO ROZHODNUTI:

Cldnek 1

Pilloha C smérnice 64/432/EHS se nahrazuje pfilohou tohoto
rozhodnuti.

Cldnek 2
Clanek 1 rozhodnuti 2004/226/ES se nahrazuje timto:

,Cldnek 1

Test reakce vazby komplementu, test na brucelézu
s pufrovanym brucelovym antigenem (test s bengalskou

Cerveni (RBT)), testy ELISA a test fluorescenéni polarizace
(FPA), provadéné v souladu s ustanovenimi piilohy
C smérnice 64/432[EHS se timto schvaluji pro tlely osvéd-
covani.”

Cldnek 3

Toto rozhodnuti je urceno ¢lenskym statam.

V Bruselu dne 10. prosince 2008.

Za Komisi
Androulla VASSILIOU
clenka Komise
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PRILOHA

1) Pfilloha C smérnice 64/432/EHS se nahrazuje timto:

2.1
2.1.1

,PRILOHA C

BRUCELOZA

IDENTIFIKACE PUVODCE

Prokdzani mikroorganismt s morfologii Brucelly na zdkladé modifikovaného kyselého nebo imunospecifického
barveni v materidlu z abortd, vytokt z pochvy nebo v mléce zaklddd domnénku vyskytu bruceldzy, zvlasté je-
li podpofeno sérologickymi testy. Metody polymerdzové fetézové reakce (PCR) poskytuji dodatecné
prostredky detekee.

Kdykoliv je to mozné, mély by byt brucely (Brucella spp.) izolovany pomoci béznych nebo selektivnich médii,
kultivaci z délozniho vytoku, potracenych plodd, sekretii z vemene nebo z vybranych tkani, jako jsou mizni
uzliny a sam¢f a sami¢i pohlavni organy.

Po izolaci by se mél piislusny druh nebo biovar identifikovat lyzou fagii a/nebo testy oxidativniho metabo-
lismu, kultiva¢nimi, biochemickymi a sérologickymi kritérii. PCR je doplitkovd metoda biotypizace zalozend
na specifickych sekvencich genomu.

Postupy a pouzitd média, jejich standardizace a vyklad vysledkti musi odpovidat ukazatelim, které jsou
specifikovany v Prucce diagnostickych testi a ockovacich latek pro suchozemskd zvifata Svétové organizace
pro zdravi zvifat (OIE), Sestém vydani z roku 2008, v kapitole 2.4.3 (bruceléza skotu), v kapitole 2.7.2
(bruceléza koz a ovci) a v kapitole 2.8.5 (brucel6za prasat).

IMUNOLOGICKE TESTY
Standardy

K piipravé viech antigentt pouzitych v testu s bengilskou Cerveni (RBT), v séroaglutinacnim testu (SAT),
v testu reakce vazby komplementu (CFT) a v krouzkovém testu s mlékem (MRT) musi byt pouzit Brucella
abortus biovar 1 kmen Weybridge ¢. 99 nebo kmen USDA 1119-3.

Standardnim referenc¢nim sérem pro testy RBT, SAT, CFT a MRT je mezindrodni referen¢ni standardni sérum
OIE (OIEISS), ptivodné zvané druhé mezindrodni anti-Brucella abortus sérum WHO (ISADS).

Standardnimi referen¢nimi séry pro enzymoimunoanalyzy (testy ELISA) jsou:
— OIEISS,

— slabé pozitivni standardni sérum OIE ELISA (OIEELISAySS),

— silné pozitivni standardni sérum OIE ELISA (OIEELISAgpSS),

— negativni standardni sérum OIE ELISA (OIEELISANSS).

Standardnimi referencnimi séry pro testy fluorescenéni polarizace (FPA) jsou:
— slabé pozitivni standardni sérum OIE ELISA (OIEELISAypSS),

— silné pozitivni standardn{ sérum OIE ELISA (OIEELISAgpSS),

— negativni standardni sérum OIE ELISA (OIEELISASS).

Standardni séra uvedend v bodech 2.1.3 a 2.1.4 jsou k dispozici v referen¢ni laboratofi Spolecenstvi pro
brucelézu nebo je lze ziskat od Veterinary Laboratories Agency (VLA), Weybridge, Spojené Kralovstvi.
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Standardy OIEISS, OIEELISAypSS, OIEELISAgpSS a OIEELISANSS jsou primdrni mezindrodni standardy, ze
kterych musi vychdzet sekunddrni referen¢ni ndrodni standardni séra (pracovni standardy’) pro kazdy z testi
uvedeny v bodu 2.1.1 v kazdém clenském stété.

Enzymoimunoanalyzy (testy ELISA) nebo jiné aglutinatni testy k detekci brucelézy skotu v séru
nebo mléce

Materidl a reakéni cinidla

Je nutné, aby pouzitd metoda a vyklad vysledka byly validovany v souladu s principy uvedenymi v kapitole
1.1.4 Piirucky diagnostickych testd a ockovacich latek pro suchozemska zvifata Svétové organizace pro zdravi
zvitat (OIE), Sesté vydani z roku 2008, a musi piinejmensim zahrnovat laboratorni a diagnostické studie.

Standardizace testu

Standardizace postupu testu pro jednotlivé vzorky séra:

a) piedfedéni 1/150 (') u OIEISS nebo predfedéni 1 u OIEELISAypSS nebo piediedéni 1/16 u OIEELISAgpSS
pfipravené v negativnim séru (nebo ve smési negativnich sér) musi dat pozitivni reakci;

b) predfedéni 1/600 u OIEISS nebo predfedéni 1/8 u OIEELISAypSS nebo prediedéni 1/64 u OIEELISAgpSS
pfipravené v negativnim séru (nebo ve smési negativnich sér) musi dat negativni reakci;

¢) OIEELISANSS musi vzdy dat negativni reakci.
Standardizace postupu testu pro vzorky smésného séra:

a) predfedéni 1/150 u OIEISS nebo piedfedéni § u OIEELISAwpSS nebo predfedéni 1/16 u OIEELISAgpSS
pfipravené v negativnim séru (nebo ve smési negativnich sér) a znovu zfedéné v negativnim séru poctem
vzorkil tvoricich smés musi ddt pozitivni reakci;

b) OIEELISARSS musi vzdy dat negativni reakci;

¢) test musi byt schopny prokdzat infekci u jednotlivého zvitete ze skupiny zvifat, od kterych byly vzorky
séra smichdny do smési.

Standardizace postupu testu pro vzorky smési mléka nebo syrovitky:

a) pfedfedéni 1/1000 u OIEISS nebo predfedéni 1/16 u OIEELISAypSS nebo predfedéni 1/125
u OIEELISAgpSS pfipravené v negativnim séru (nebo smési negativnich sér) a znovu ziedéné 1/10
v negativnim mléce musi dévat pozitivni reakci;

b) OIEELISASS zfedénd 1/10 v negativnim mléce musi vzdy dévat negativni reakci;

¢) test musi byt schopny prokdzat infekci u jednotlivého zvitete ze skupiny zvifat, od kterych byly vzorky
mléka nebo syrovdtky smichdny do smési.

Podminky pro pouZiti testii ELISA pro diagnostiku brucelézy skotu:

Pfi pouziti podminek kalibrace pro testy ELISA stanovenych v bodech 2.2.2.1 a 2.2.2.2 na vzorcich séra se
diagnostickd citlivost testu ELISA musi rovnat citlivosti RBT nebo CFT nebo byt vyssi s piihlédnutim
k epizootologické situaci, za které je test pouzivan.

Pfi pouziti podminek kalibrace pro test ELISA stanovenych v bodu 2.2.2.3 na smésnych vzorcich mléka se
diagnostickd citlivost testu ELISA musi rovnat citlivosti MRT nebo byt vyssi s piihlédnutim nejen
k epizootologické situaci, ale také k primérnym nebo vysokym poctim zvifat posuzovanych chovt.

Pokud se testy ELISA pouzivaji pro tcely osvédcovani v souladu s ¢l. 6 odst. 1 nebo pro stanoveni
a zachovani statusu stdda v souladu s piilohou A kapitolou II bodem 10, musi se vkladani vzorkii séra
do smési provadét takovym zpiisobem, aby vysledky testu mély nepochybny vztah k jednotlivému zviteti
zahrnutému ve smésném vzorku. P¥padny potvrzovaci test se musi provadét na vzorcich séra odebranych od
jednotlivych zvifat.

(") Pro tcely této piilohy jsou fedéni uddvand pro vytvéfeni tekutych ¢inidel vyjddiena jako pomér; napf. pomér 1/150 znamend 1 dil ve

150 dilech.
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2.2.3.4 Testy ELISA mohou byt pouziviny na vzorku mléka odebraného z mléka shromdzdéného z hospodafstvi
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s nejméné 30 % dojnic v laktaci. Pouziva-li se uvedend metoda, musi byt u¢inéna opatieni pro zajisténi toho,
aby se vzorky nepochybné vztahovaly k jednotlivym zvifatim, od kterych mléko pochdzi. P¥ipadny potvrzo-
vaci test se musi provadét na vzorcich séra odebranych od jednotlivych zvitat.

Test reakce vazby komplementu (CFT)
Antigen pfedstavuje bakteridlni suspenzi v solném roztoku s fenolem (NaCl 0,85 % (hmot./obj.) a fenol pii
0,5 % (obj.Jobj.) nebo ve veronalovém pufru. Antigeny mohou byt doddviny v koncentrovaném stavu za

piedpokladu, Ze faktor fedéni, ktery md byt pouzit, je uveden na etiketé lahvicky. Antigen musi byt skladovan
pii teploté¢ 4 °C a nesmi zmrznout.

Sérum se musi inaktivovat takto:

— sérum skotu: 56 az 60 °C po dobu 30 az 50 minut,

— sérum prasat: 60 °C po dobu 30 az 50 minut.

K provedeni vérohodné reakce béhem postupu testu by se méla pouzit divka komplementu vyssi, nez je
minimum potfebné k dplné hemolyze.

Pii provadéni testu reakce vazby komplementu musi byt pokazdé provedeny tyto kontroly:

a) kontrola antikomplementarniho Gcinku séra;

b) kontrola antigenu;

¢) kontrola senzibilizovanych ¢ervenych krvinek;

d) kontrola komplementu;

e) kontrola citlivosti na pocdtku reakce pomoci pozitivntho séra;

f) kontrola specifi¢nosti reakce pomoci negativniho séra.

Vyjpocet vysledkii

OIEISS obsahuje 1 000 mezindrodnich jednotek CFT (ICFTU) na 1 ml. Je-li danou metodou testovano OIEISS,
udava se vysledek jako titr (tj. nejvyssi piimé fedéni OIEISS, které dd 50 % hemolyzu, Topss). Vysledek testu
pro testované sérum udany jako titr (Trgsrsgruy) musi byt vyjadien v ICFTU na 1 ml. Za tcelem pfevodu

vyjadfeni titru na ICFTU je mozno faktor F nutny k pfevodu titru nezndmého testovaného séra (Tresrserum)s
které se takovou metodou testuje, zjistit ze vzorce:

F=1000 x 1/Togss

a obsah mezindrodnich jednotek CFT na ml séra v testu (ICFTUrgsrsgrum) Z€ VZOrce:

ICFTUTESTSERUM =Fx TTESTSERUM

Vyklad vysledkii

Sérum obsahujici 20 nebo vice ICFTU na 1 ml se povazuje za pozitivni.

Krouzkovy test mléka

Antigen pfedstavuje bakteridlni suspenzi v solném roztoku s fenolem (NaCl 0,85 % (hmot./obj.) a fenol pfi
0,5 % (obj./obj.) a je barven hematoxylinem. Musi byt skladovan pii teploté 4 °C a nesmi zmrznout.

Citlivost antigenu musi byt standardizovdna ve vztahu k OIEISS takovym zplsobem, Ze antigen vytvaii
pozitivni reakci s fedénim OIEISS 1/500 v negativnim mléce, zatimco fedéni 1/1 000 musi byt negativni.
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Krouzkovy test musi byt proveden na vzorcich pfedstavujicich obsah kazdé konve mléka nebo obsah kazdé
ze smésnych nddrzi z pfislusného hospodafstvi.

Vzorky mléka nesmi zmrznout, nesmi se zahfdt a nesmi byt vystaveny silnym otfesim.
Reakce se musi uskutecnit pouzitim jedné z téchto metod:

— ve sloupci mléka o vy3ce nejméné 25 mm a objemu mléka 1 ml, ke kterému bylo pfiddno bud 0,03 ml
anebo 0,05 ml jednoho ze standardizovanych obarvenych antigent,

— ve sloupci mléka o vy3ce nejméné 25 mm a objemu mléka 2 ml, ke kterému bylo pfidéno 0,05 ml
jednoho ze standardizovanych obarvenych antigend,

— v objemu mléka 8 ml, ke kterému bylo pfidino 0,08 ml jednoho ze standardizovanych obarvenych
antigend.

Smés mléka a antigent musi byt inkubovdna pfi teplot¢ 37 °C po dobu 60 minut soubézné s pozitivnimi
a negativnimi pracovnimi standardy. Citlivost testu zvySuje je$té ndslednd inkubace dobu 16 az 24 hodin pfi
teploté 4 °C.

Vyklad vysledkd
a) negativni reakce: mléko zbarvené, smetana nezbarvend;
b) pozitivni reakce:

— mléko a smetana maji stejné zbarveni nebo

— mléko nezbarvené a smetana zbarvend.

Test na brucelézu s pufrovanym brucelovym antigenem (test s bengdlskou Cerveni (RBT))
Antigen predstavuje bakteridlni suspenzi v pufrovaném fedidle antigenu Brucelly s pufrem s pH 3,65 + 0,05

pii barveni bengdlskou Cerveni. Antigen md byt doddvan piipraveny k pouziti a musi byt skladovan pii
teploté 4 °C a nesmi zmrznout.

Antigen mé byt pfipraven bez ohledu na koncentraci bunék, aviak jeho citlivost musi byt standardizovdna ve
vztahu k OIEISS tak, Ze antigen vyvold pozitivni reakci s fedénim séra 1/45 a negativni reakci s fedénim 1/55.

Test RBT se provadi timto zptusobem:
a) sérum (20-30 pl) se smichd se stejnym objemem antigenu na bilé dlazdicové plotné nebo emailové plotné
tak, aby se vytvofila zéna o priméru pfiblizné 2 cm. Smés se promichdvd mirnym pohybem po dobu 4

minut pfi teploté okolntho prostiedi a pii dobrém osvétleni se pozoruje aglutinace;

b) mizZe se pouzit automatizovand metoda, musi viak byt pfinejmensim tak citlivd a pfesnd jako metoda
ruéni.

Vyklad vysledkii
Jakdkoliv viditelnd reakce se povazuje za pozitivni, pokud neni na okrajich nadmérné zaschnuti.

Do kazdé ze sérii testd se zahrnou pozitivni a negativni pracovni standardy.

Séroaglutinacni test (SAT)
Antigen predstavuje bakteridlni suspenzi v solném roztoku s fenolem (NaCl 0,85 % (hmot./obj.) a fenol pfi
0,5 % (obj./obj.).

Formaldehyd se nesmi pouzit.

Antigeny mohou byt doddvdny v koncentrovaném stavu za predpokladu, Ze faktor fedéni, ktery md byt
pouzit, je uveden na etiketé lahvicky.

K suspenzi antigenu maze byt pfidino EDTA na findln{ fedéni testu 5 mM, aby se u séroaglutina¢niho testu
snizil pocet falesné pozitivnich vysledkd. Nédsledné musi byt hodnota pH 7,2 u suspenze antigenu znovu
upravena.
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OIEISS obsahuje 1 000 mezindrodnich jednotek aglutinace.

Antigen se pfipravi bez ohledu na koncentraci bunék, avsak jeho citlivost musi byt standardizovana ve vztahu
k OIEISS takovym zptsobem, Ze antigen vytvai{ bud 50 % aglutinace pfi findlnim fedéni séra 1/600 az
1/1 000, anebo 75 % aglutinace s findlnim fedénim séra 1/500 az 1/750.

Lze také doporucit porovndni reaktivity novych a pfedtim standardizovanych Sarzi antigenu uzitim skupiny
definovanych sér.

Test se provadi bud ve zkumavkdch, nebo na mikrotitracnich destickdch. Smés antigenu a patficnych fedéni
séra se inkubuje po dobu 16 az 24 hodin pii teploté 37 °C.

Pro kazdé ze sér se musi piipravit alespon tfi fedéni. Redéni podezfelych sér se musi provadét takovym
zptisobem, Ze odecitini reakce se provadi v pdsmu pozitivity v prostfednich zkumavkich (nebo
v prostiednich jamkach pfi odecitani na mikrotitracnich destickdch).

Vyklad vysledkii

Stupen aglutinace Brucella v séru musi byt vyjadfen v IU na 1 ml
Sérum obsahujici 30 nebo vice IU na 1 ml se povaZuje za pozitivni.

Test fluorescencni polarizace (FPA)

Test fluorescenéni polarizace lze provadét ve sklenénych zkumavkich nebo na mikrotitra¢nich destickdch
s 96 jamkami. Pouzity postup, jeho standardizace a vyklad vysledki musi odpovidat ukazateltim, které jsou
specifikovany v kapitole 2.4.3 (bruceléza skotu) Prirucky diagnostickych testt a ockovacich latek pro sucho-
zemskd zvifata Svétové organizace pro zdravi zvitat (OIE), Sesté vyddni z roku 2008.

Standardizace testu

Test FPA se standardizuje tak, aby:
a) OIEELISAgpSS a OIEELISAwpSS dévaly konzistentné pozitivni vysledky;

b) prediedéni 1/8 u OIEELISAywpSS nebo piediedéni 1/64 u OIEELISAgpSS piipravené v negativnim séru
(nebo ve smési negativnich sér) vzdy dalo negativni reakci;

¢) OIEELISANSS vidy dala negativni reakci.

V kazdé Sarzi testt by mélo byt zahrnuto toto: silné pozitivni, slabé pozitivni a negativni pracovni standardni
sérum (kalibrované na zdkladé standardniho séra OIE ELISA).

DOPLNKOVE TESTY
KoZni test na brucelézu (BST)
Podminky pro pouZiti testu

a) Kozni test na brucelézu se nesmi pouzivat pro dcely osvédCovani pro obchod uvnité Spolecenstvi.

b) Kozni test na brucel6zu je jednim z nejspecifictéjsich testl ke zjistovani brucelézy u neockovanych zvifat;
ale diagndza se nesmi stanovovat jen na zdkladé pozitivnich intradermdlnich reakei.

) Skot, ktery je testovan s negativnim vysledkem v jednom ze sérologickych testii definovanych v této
pifloze a ktery reaguje na BST pozitivné, se povazuje za nakazeny nebo je v podezfeni, Ze je nakaZeny.

d) Skot, ktery je testovdn pii jednom ze sérologickych testti definovanych v této piiloze a je pozitivni, mize
byt podroben BST, aby byl podpofen vyklad vysledkd sérologického testu, zejména pokud u stdd skotu
ufedné prostych nebo prostych brucelézy nelze vyloucit zkifZenou reakci s protildtkami proti jinym
bakteriim.
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3.1.2  Test se musi provést s pouZitim standardizovaného a definovaného piipravku brucelového alergenu, ktery
neobsahuje lipopolysacharidovy antigen S-formy (LPS), protoZe ten miiZe vyvolat nespecifické zanétlivé reakce
nebo mize interferovat s ndslednymi sérologickymi testy.

Pozadavky na vyrobu brucellinu jsou v souladu s oddilem C1 kapitoly 2.4.3 Piirucky diagnostickych testd
a ockovacich latek pro suchozemskd zvitata Svétové organizace pro zdravi zvitat (OIE), Sesté vydani z roku
2008.

3.1.3  Postup testu

3.1.3.1 Mnozstvi 0,1 ml brucelového alergenu se intradermdlné vpravi do predocasni fasy, kiize boku nebo do
postranni &sti krku.

3.1.3.2 Test se odecte po 48 az 72 hodindch.
3.1.3.3 Tloustka kuze v misté¢ vpichu se méif kutimetrem pied injekci a pii opétovném vysetfeni.
3.1.3.4 Vyklad vysledkd

Silné reakce se snadno rozeznaji jako mistni otok a ztvrdnuti.

Zesileni kiize o 1,5 aZ 2 mm se povaZuje za pozitivni reakci na BST.

3.2 Kompetitivni enzymoimunoanalyza (cELISA)
3.2.1  Podminky pro pouziti cELISA

Test cELISA se nesmi pouzivat pro ticely osvéd¢ovani pro obchod uvnité Spolecenstvi.

Skot, ktery je testovdn s pozitivnim vysledkem pii jednom z dalsich sérologickych testli definovanych v této
pifloze, mize byt podroben testu cELISA, aby byl podpofen vyklad vysledkd tohoto dalstho sérologického
testu; zejména pokud nelze u stdd skotu Gfedné prostych nebo prostych bruceldzy vyloucit zkiizenou reakci
s protildtkami proti jinym bakteriim nebo za tcelem eliminovat reakce zptsobené rezidudlnimi protildtkami,
vytvofenymi jako odpovéd na ockovani kmenem S19.

3.2.2  Postup testu

Test se provadi v souladu s piedpisem uvedenym v oddilu B(2) kapitoly 2.4.3 Pirucky diagnostickych testd
a ockovacich latek pro suchozemskd zvitata Svétové organizace pro zdravi zvitat (OIE), Sesté vydani z roku
2008."

2) Bod 4.1 piilohy C smérnice 64/432[EHS se nahrazuje timto:

,4.1 Ukoly a pové&ieni

Ndrodni referenéni laboratofe uréené v souladu s ¢linkem 6a jsou piislusné pro:

a) schvalovani vysledka validacnich studii, které prokazuji spolehlivost metody testu pouzité v ¢lenském staté;
b) urcovdni maximalniho poétu vzorkd, které mohou byt slouceny do smési u pouzitych souprav ELISA;

¢) kalibraci pracovnich standardi uvedenych v bodé 2.1.6;

d) kontroly kvality vech Sarzi antigenti a Sarzi souprav ELISA pouzivanych v clenském stété;

e) spolupréci s ndrodni referen¢ni laboratofi Spolecenstvi pro brucelézu a dodrzovani jejich doporuceni.”



