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KOMISSION PAATOS,

tehty 10 pidivinid joulukuuta 2008,

neuvoston direktiivin 64/432/ETY liitteen C ja pddtoksen 2004/226/EY muuttamisesta nautojen
luomistaudin diagnostisten testien osalta

(tiedoksiannettu numerolla K(2008) 7642)

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

(2008/984EY)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteison perustamissopimuksen,

ottaa huomioon eldinten terveyteen liittyvistd ongelmista yh-
teison sisdisessd nautaeldinten ja sikojen kaupassa 26 paivind
kesdkuuta 1964 annetun neuvoston direktiivin 64/432/ETY (')
ja erityisesti sen 6 artiklan 2 kohdan b alakohdan ja 16 artiklan
1 kohdan,

sekd katsoo seuraavaa:

Direktiivin 64/432/ETY liitteessd C vahvistetaan diagnos-
tiset menetelmit naudan luomistaudin mairittimiseksi,
joita on kiytettdvd kyseisen taudin valvonnassa ja hévit-
tamisessd, tarkastuksessa ja seurannassa sekd luomistau-
dista virallisesti vapaan karjan aseman vahvistamisessa ja
yllapitamisessd sekd yhteison sisdisessd nautaeldinten kau-
passa vaadittavassa sertifioinnissa.

Testien hyviksymisestd nautojen luomistaudin vasta-aine-
iden havaitsemiseksi neuvoston direktiivin 64/432/ETY
mukaisesti 4 pdivind maaliskuuta 2004 tehdyssd komis-
sion padtoksessd 2004/226/EY (%) hyviksytddn tietyt luo-
mistautia koskevat testit, joita voidaan kiyttdd pakollisen
seroagglutinaatiotestin  (SAT) vaihtoehtona direktiivin
64/432[ETY 6 artiklan 2 kohdan b alakohdan mukaisessa
nautaeldinten sertifioinnissa.

Fluoresenssipolarisaatiomdiritys (FPA-testi) on uusi diag-
nostinen testi, joka on sisillytetty Maailman eldintautijir-
jeston OIE:n laatiman maaeldinten diagnostisia testejd ja
rokotteita koskevan kisikirjan Manual of Diagnostic Tests
and Vaccines for Terrestrial Animals, 6 painos, 2008,
luvussa 2.4.3 (naudan luomistauti) vahvistettuihin kan-
sainvilisessd kaupassa kiytettaviin testeihin.

Komissio pyysi Euroopan elintarviketurvallisuusvirano-
maiselta (EFSA) tieteellisen lausunnon siitd, soveltuuko
FPA-testi direktiivin 64/432/ETY liitteeseen C lisittaviksi.

() EYVL 121, 29.7.1964, s. 1977/64.
() EUVL L 68, 6.3.2004, s. 36.

)

(10)

(11)

Lisdksi komissio pyysi Euroopan elintarviketurvallisuusvi-
ranomaista arvioimaan, soveltuvatko FPA-testi sekd pda-
toksen 2004/226/EY 1 artiklassa luetellut testit yhteison
sisdistd kauppaa varten suoritettavaan nautaeldinten serti-
fiointiin.

Eldinten terveyttd ja hyvinvointia kisittelevd lautakunta
antoi 11 paivind joulukuuta 2006 nautojen luomistaudin
diagnostisista menetelmistd tieteellisen lausunnon (3),
jossa se totesi, ettd direktiivin 64/432/ETY liitteessd C
olevat naudan luomistaudin maddrittimisen diagnostiset
testit soveltuvat edelleen, SAT-testid lukuun ottamatta,
vakiotesteiksi yhteison sisdistd kauppaa varten suoritetta-
vaan yksittdisten nautaeldinten sertifiointiin.

Koska SAT-testi on kuitenkin direktiivin 64/432/ETY
6 artiklan 2 kohdan b alakohdassa suoraan siidetty kar-
jan kauppaan siirtdmistd edeltdviksi testiksi, kyseisen di-
rektiivin liitteessd C on oltava sitd koskeva tekninen eri-
telma.

Lisiksi 11 pdivand joulukuuta 2006 annetussa tieteelli-
sessd lausunnossa todettiin, ettd FPA-testin herkkyys ja
spesifisyys ovat verrattavissa direktiivin 64/432/ETY liit-
teessd C oleviin testeihin ja ettd se soveltuu lisattaviksi
kyseiseen liitteeseen niiden eldinten luomistaudin diagno-
soinnissa yhteison sisdistd kauppaa varten kaytettaviksi
vakiotestiksi.

OIE:n laatiman maaeldinten diagnostisia testejd ja rokot-
teita koskevan kasikirjan, 6. painos, 2008, luvussa 2.4.3
olevan 1 jakson d kohdassa esitetyt dskettdin kehitetyt
polymeraasiketjureaktiomenetelmat tarjoavat lisimenetel-
mid Brucella spp:n toteamiseksi ja tunnistamiseksi, ja ne
olisi sen vuoksi lisittavd direktiivin 64/432[ETY liittee-
seen C.

Sen vuoksi direktiivin 64/432[ETY liitettd C ja paitostd
2004/226/EY olisi muutettava.

Tassd padtoksessd sdddetyt toimenpiteet ovat elintarvike-
ketjua ja eldinten terveyttd kisittelevian pysyvin komitean
lausunnon mukaiset,

() http://www.efsa.ecuropa.eu/EFSA[efsa_locale-
1178620753812_1178620772731.htm
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ON TEHNYT TAMAN PAATOKSEN:

1 artikla

Muutetaan direktiivin 64/432[ETY liite C tdmin paitoksen liit-
teen mukaisesti.

2 artikla

Korvataan padtoksen 2004/226/EY 1 artikla seuraavasti:

"1 artikla

Hyviksytddn sertifiointitarkoituksiin direktiivin 64/432/ETY
liitteen C sddnnosten mukaisesti suoritetut komplementinsi-

toutumistesti, puskuroidut Brucella-antigeenitestit (Rose Ben-
gal -testi, RTB), ELISA-testit ja fluoresenssi-polarisaatiomaari-
tys (FPA-testi).”

3 artikla

Tamd pddtos on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 10 pdivind joulukuuta 2008.

Komission puolesta
Androulla VASSILIOU
Komission jdsen
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LIITE

1. Korvataan direktiivin 64/432[ETY liitteessd C oleva 1, 2 ja 3 kohta seuraavasti:

2.1
2.1.1

"LITE C

LUOMISTAUTI

TAUDINAIHEUTTAJAN TUNNISTAMINEN

Jos abortoituneessa kudoksessa, vaginaeritteessd tai maidossa osoitetaan muunnellulla haponkestavalld tai
immunospesifiselld varjaykselld brucella-muotoisia organismeja, se on todennikoisesti osoitus luomistaudista,
erityisesti jos tdtd tukevat serologiset testit. Polymeraasiketjureaktiomenetelmit (PCR) tarjoavat lisimenetelmid
organismien toteamiseksi.

Brucella spp. olisi eristettdvd aina kun se on mahdollista viljelemalld sitd selektiivisid tai yleiselatusaineita
kayttamalld kohtueritteestd, abortoituneista alkioista, utare-eritteistd tai valituista kudoksista, kuten imusol-
mukkeista sekd urosten ja naaraiden sukupuolielimista.

Eristyksen jilkeen laji ja biovar on tunnistettava faagilyysitestilld ja/tai oksidatiivisen metabolian testeilld sekd
viljelyominaisuuksiin liittyvilld, biokemiallisilla ja serologisilla perusteilla. Polymeraasiketjureaktiomenetelmaa
voidaan kayttdd sekd tdydentdvind ettd biotyypitysmenetelmind, joka perustuu erityisiin genomisekvensseihin.

Kaytetyn tekniikan ja kaytettyjen elatusaineiden, niiden standardoinnin ja tulosten tulkinnan on oltava OIE:n
laatiman maaeldinten diagnostisia testejd ja rokotteita koskevan kasikirjan Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals, 6. painos, 2008, 2.4.3 luvun (naudan luomistauti), 2.7.2 luvun (vuohien ja
lampaiden luomistauti) ja 2.8.5 luvun (sikojen luomistauti) mukaisia.

IMMUNOLOGISET TESTIT
Standardit

Brucella abortus biovar 1 -bakteerin Weybridge-kantaa nro 99 tai USDA-kantaa 1119-3 on kaytettdvi kaikkien
antigeenien valmistuksessa, joita kdytetdidn Rose Bengal -testissd (RBT), seroagglutinaatiotestissd (SAT), komp-
lementinsitoutumis-testissd (CFT) ja ABR-maitotestissd (MRT).

RBT-, SAT-, CFT- ja MRT-testien standardireferenssiseerumi on OIE:n kansainvilinen standardireferenssisee-
rumi (OIEISS), jota aiemmin kutsuttin WHO:n toiseksi kansainviliseksi anti-Brucella abortus -seerumiksi (se-
cond international anti-Brucella abortus Serum eli ISAbS).

Entsyymi-immunologisten maaritysten (ELISA-testien) standardireferenssiseerumit ovat:
— OIEISS,

— heikko positiivinen OIE:n ELISA-standardiseerumi (OIEELISAySS),

— vahva positiivinen OIE:n ELISA-standardiseerumi (OIEELISAgpSS),

— negatiivinen OIE:n ELISA-standardiseerumi (OIEELISASS).
Fluoresenssipolarisaatiomdaritysten (FPA-testien) standardireferenssiseerumit ovat:

— heikko positiivinen OIE:n ELISA-standardiseerumi (OIEELISAy3SS),

— vahva positiivinen OIE:n ELISA-standardiseerumi (OIEELISAgpSS),

— negatiivinen OIE:n ELISA-standardiseerumi (OIEELISASS).

Edelld 2.1.3 ja 2.1.4 kohdassa lueteltuja standardiseerumeja toimittaa yhteisén vertailulaboratorio luomistautia
varten tai eldinlddketieteen laboratorio Veterinary Laboratories Agency (VLA), Weybridge, Yhdistynyt kunin-
gaskunta.
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OIEISS, OIEELISAypSS, OIEELISAgpSS ja OIEELISANSS ovat kansainvilisid ensisijaisia standardeja, joista jo-
kaisessa jdsenvaltiossa on kehitettivd kullekin 2.1.1 kohdassa tarkoitetulle testille standardoidut toissijaiset
kansalliset referenssiseerumit (kayttostandardit’).

Entsyymi-immunologiset méiritykset (ELISA-testit) tai muut sitoutumisméiritykset (binding assay)
naudan luomistaudin osoittamiseksi seerumista tai maidosta

Tarvikkeet ja reagenssit

Kaytetty tekniikka ja tulosten tulkinta on validoitava OIE:n laatiman maaeldinten diagnostisia testeji ja
rokotteita koskevan kisikirjan Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, 6. painos,
2008, 1.1.4 luvussa vahvistettujen periaatteiden mukaisesti, ja validointiin on siséllyttdvd vihintddn laborato-
rio- ja diagnostiikkatutkimukset.

Testin standardisointi
Yksittdisid seerumindytteitd koskevan testimenettelyn standardisointi:
a) negatiiviseen seerumiin (tai negatiiviseen yhdistelmaseerumiin) tehdyn OIEISS:n esilaimennoksen (1:150) (')

tai OIEELISAwpSS:n esilaimennoksen (1:2) tai OIEELISAgpSS:n esilaimennoksen (1:16) on annettava posi-
tiivinen tulos;

b) negatiiviseen seerumiin (tai negatiiviseen yhdistelmaseerumiin) tehdyn OIEISS:n esilaimennoksen (1:600)
tai OIEELISAypSS:n esilaimennoksen (1:8) tai OIEELISAgpSS:n esilaimennoksen (1:64) on annettava nega-
tiivinen tulos;

¢) OIEELISANSS:n on aina annettava negatiivinen tulos.
Yhdistettyjd seerumindytteitd koskevan testimenettelyn standardisointi:

a) negatiiviseen seerumiin (tai negatiiviseen yhdistelméseerumiin) tehdyn OIEISS:n esilaimennoksen (1:150)
tai OIEELISAypSS:n esilaimennoksen (1:2) tai OIEELISA¢pSS:n esilaimennoksen (1:16), joka on edelleen
laimennettu negatiivisella seerumilla niin moninkertaisesti kuin yhdistelmaseerumissa on seeruminytteitd,
on annettava positiivinen tulos;

=

OIEELISANSS:n on aina annettava negatiivinen tulos;

¢) testin on oltava riittdvd osoittamaan infektio yksittdisessd eldimessd, joka on eldinryhmissi, josta seeru-
mindytteet on yhdistetty.

Yhdistettyja maito- tai herandytteitd koskevan testimenettelyn standardisointi:

a) negatiiviseen seerumiin (tai negatiiviseen yhdistelméseerumiin) tehdyn OIEISS:n esilaimennoksen (1:1 000)
tai OIEELISAypSS:n esilaimennoksen (1:16) tai OIEELISAgpSS:n esilaimennoksen (1:125), joka on uudel-
leen laimennettu negatiivisessa maidossa (1:10), on annettava positiivinen tulos;

b) OIEELISANSS:n negatiiviseen maitoon (1:10) laimennettuna on aina annettava negatiivinen tulos;

¢) testin on oltava riittdvd osoittamaan infektio yksittéisessd eldimessd, joka on eldinryhmdssd, josta maito- tai
herandytteet on yhdistetty.

Naudan luomistaudin mddrittimiseen kdytettavien ELISA-testien Rayttdedellytykset:

Kun seerumindytteille tehtdvit ELISA-testit kalibroidaan 2.2.2.1 ja 2.2.2.2 kohdassa vahvistetulla tavalla,
ELISA-testin diagnostisen herkkyyden on oltava vihintdan sama kuin RBT- tai CFT-testissd ottaen huomioon
epidemiologinen tilanne, jossa testid kdytetddn.

Kun yhdistetyille maitonéytteille tehtivat ELISA-testit kalibroidaan 2.2.2.3 kohdassa vahvistetulla tavalla,
ELISA-testin diagnostisen herkkyyden on oltava vihintddn sama kuin MRT-testissd ottaen epidemiologisen
tilanteen lisiksi huomioon keskiméirdiset ja ennakoidut ddrimmdiset kotieldintalousjirjestelmat.

Jos ELISA-testejd kdytetddn sertifiointitarkoituksiin 6 artiklan 1 kohdan mukaisesti tai karjan tautitilanteen
toteamiseen ja yllapitdmiseen liitteessi A olevan II kohdan 10 alakohdan mukaisesti, seerumindytteet on
yhdistettavi siten, ettd kiistatta tiedetddn, mitkd eldimet kuuluvat ryhmdin, jota testitulos koskee. Varmentavat
testit on tehtdvi yksittdisistd eldimistd otetuilla seerumindytteilld.

(") Tassd liitteessd nestemdisten reagenssien tekemiseksi kdytettivit laimennokset ilmaistaan esimerkiksi 1:150, mikd tarkoittaa suhteessa

1:150 tehtyd laimennosta.
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2.2.3.4 ELISA-testeji voidaan kdyttdd sellaisen maitondytteen tutkimiseen, joka on otettu tilalta, jonka lehmistd

2.3
23.1

2.4
2.4.1

24.2

ainakin 30 prosenttia on lypsavid. Kyseistd menetelmai kdytettdessd on varmistettava, ettd kiistatta tiedetdin,
mitd niistd eldimistd, joista maito on perdisin, kukin testitulos koskee. Varmentavat testit on tehtdva yksittii-
sistd eldimistd otetuilla seerumindytteilld.

Komplementinsitoutumistesti (CTF)

Antigeenina on bakteerisuspensio fenoli-keittosuolaliuoksessa (NaCl 0,85 % (m/v) ja fenoli 0,5 % (v[v)) tai
veronaalipuskurissa. Antigeenit voidaan toimittaa tiivisteind, jos kdytettivd laimennuskerroin ilmenee pullon
etiketistd. Antigeeni on sdilytettdvd 4 °C:ssa eikd se saa jddtyd.

Seerumit on inaktivoitava seuraavasti:

— naudan seerumi: 56—60 °C, 30-50 minuuttia,

— sian seerumi: 60 °C, 30-50 minuuttia.

Jotta testissd saadaan todenmukainen reaktio, on kiytettivdi komplementtiannosta, joka on suurempi kuin
taydelliseen hemolyysiin vaadittava vahimmaismaara.

Komplementinsitoutumistestid suoritettaessa on joka kerta kéytettivd seuraavia kontrolleja:

a) seerumin antikomplementaarisen vaikutuksen kontrolli;

b) antigeenikontrolli;

¢) herkistettyjen punasolujen kontrolli;

d) komplementtikontrolli;

¢) positiivista seerumia kdyttden tehtavd kontrolli reaktion alkuhetkelld vallitsevasta herkkyydestd;

f) negatiivista seerumia kéyttden tehtdvd reaktion spesifisyyskontrolli.

Tulosten laskeminen

OIEISS sisdltad 1 000 kansainvilistd CFT-yksikkod (ICFTU) millilitrassa. Kun OIEISS testataan tietylld mene-
telmalld, tulos annetaan titterind (eli OIESS:n suora laimennus, josta saadaan 50-prosenttinen hemolyysi,
Torgrss)- Titterind (Trgstsgrun) ilmoitettu testiseerumin testitulos on ilmaistava yksikkoind ICFTU[ml. Titteri
on siis muutettava ICFTU-yksikoksi. Kerroin (F), joka tarvitaan kyseiselldi menetelmalld testatun tuntematto-
man testiseerumin titterin (Trgsysperuny) muuttamiseksi ICFTU-yksikoiksi, saadaan seuraavasta yhtdlosta:

F=1000 x 1/Toss

ja kansainvalisten CFT-yksikoiden pitoisuus millilitrassa testiseerumia (ICFTUpggrsprum) yhtalosti:

ICFTUrgsmiseerumt = F = TrestiseeruMI

Tulosten tulkitseminen

Vihintdaan 20 ICFTU-yksikkod millilitrassa sisdltdvdd seerumia on pidettdvd positiivisena.

ABR-maitotesti (MRT)

Antigeenina on hematoksyliinilld virjitty bakteerisuspensio fenoli-keittosuolaliuoksessa (NaCl 0,85 % (m/v) ja
fenoli 0,5 % (v/v)). Antigeeni on silytettivd 4 °C:ssa eikd se saa jdityd.

Antigeenin herkkyys on standardisoitava OIEISS:a vastaan siten, ettd antigeeni tuottaa positiivisen reaktion,
kun OIEISS laimennetaan 1:500 negatiiviseen maitoon. Laimennoksen 1:1 000 on oltava negatiivinen.
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2.4.3.

2.4.4

2.4.5

2.4.6

2.4.7

2.5
2.5.1

2.6
2.6.1

ABR-tutkimus on tehtdvd kunkin maitotonkan sisillostd tai kunkin tilatankin sisallosta.
Maitonéytteet eivit saa jadtyd, kuumeta tai olla alttiina kovalle tarinalle.
Reaktio on suoritettava jollakin seuraavista menetelmista:

— maitopatsaassa, jonka korkeus on vihintddn 25 mm ja tilavuus 1 ml ja johon on lisitty 0,03 ml tai
0,05 ml yhti standardoitua ja virjittyd antigeenia,

— maitopatsaassa, jonka korkeus on vihintddn 25 mm ja tilavuus 2 ml ja johon on lisitty 0,05 ml yhtd
standardoitua ja virjittyd antigeenia,

— & mln erdssd maitoa, johon on lisitty 0,08 ml yhtd standardoitua ja vérjittyd antigeenia.

Maidon ja antigeenin seosta on inkuboitava 37 °C:ssa 60 minuutin ajan yhdessd positiivisten ja negatiivisten
kiyttostandardien kanssa. Jos seosta inkuboidaan vield 16-24 tuntia 4 °C:ssa, testin herkkyys kasvaa.

Tulosten tulkinta:
a) negatiivinen tulos: varjaytynyt maito, variton kerma;
b) positiivinen tulos:
— maito ja kerma virjiytyneet samalla tavalla, tai
— variton maito ja virjdytynyt kerma.
Puskuroitu brusella-antigeenitesti (Rose Bengal -levytesti, RTB)
Antigeenina on Rose-Bengal-virilld virjitty bakteerisuspensio puskuroidussa brusella-antigeenilaimennusliuok-

sessa, jonka pH on 3,65 + 0,05. Antigeeni toimitetaan kiyttévalmiina, se on sdilytettivd 4 °C:ssa eikd se saa
jadtya.

Antigeenia valmistettaessa ei tarvitse kiinnittdd huomiota solukonsentraatioon, mutta sen herkkyys on stan-
dardisoitava OIEISS:a vastaan niin, ettd antigeeni tuottaa positiivisen tuloksen seerumilaimennuksella 1:45 ja
negatiivisen tuloksen laimennuksella 1:55.

RBT-testi on tehtivi seuraavalla tavalla:

a) seerumi (20-30 pl) sekoitetaan samaan médraan antigeenid valkoisella kaakelilaatalla tai emalilevylld siten,
ettd seos muodostaa halkaisijaltaan noin 2 senttimetrin tdplin. Seosta heilutellaan varovasti 4 minuuttia
huoneenlimmossi, minkd jilkeen sitd tarkastellaan hyvissi valossa agglutinaation havaitsemiseksi;

b) automaattista menetelmdd voidaan kdyttdd, mutta sen on oltava ainakin yhtd herkkd ja tarkka kuin
manuaalinen menetelma.

Tulosten tulkitseminen

Kaikkia nikyvid reaktioita pidetddn positiivisina, ellei kuivuminen reunoilla ole liiallista.
Jokaiseen testisarjaan on sisillytettdvd positiiviset ja negatiiviset kayttostandardit.

Seroagglutinaatiotesti (SAT)

Antigeenina on bakteerisuspensio fenoli-keittosuolaliuoksessa (NaCl 0,85 % (m/v) ja fenoli 0,5 % (v/v)).
Formaldehydid ei saa kayttaa.
Antigeenit voidaan toimittaa tiivisteind, jos kaytettavd laimennuskerroin ilmenee pullon etiketista.

Antigeenisuspensioon voidaan lisitdi EDTA:ta siten, ettd loppukonsentraatio testilaimennoksessa on 5 mM,
jotta vddrien positiivisten médrad seroagglutinaatiotestissd voidaan vihentdd. Sen jilkeen tarkistetaan, ettd pH
on 7,2 antigeenisuspensiossa.
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2.6.2

2.6.3

2.6.4

2.6.5

2.7
2.7.1

2.7.2

OIEISS sisdltdd 1 000 kansainvilistd agglutinaatioyksikkod.

Antigeenia valmistettaessa ei tarvitse kiinnittdd huomiota solukonsentraatioon, mutta sen herkkyys on stan-
dardisoitava OIEISS:a vastaan niin, ettd antigeeni tuottaa joko 50 %:n agglutinaation, kun lopullinen seeru-
milaimennos on 1:600-1:1 000, tai 75 %mn agglutinaation, kun lopullinen seerumilaimennos on
1:500-1:750.

Saattaa olla suositeltavaa verrata uusien ja aiemmin standardisoitujen antigeenierien reaktiivisuutta kayttamalld
tunnettujen seerumien paneelia.

Testi on suoritettava koeputkissa tai mikrotiitterilevyilld. Antigeenin ja seerumilaimennoksen seosta inkuboi-
daan 16-24 tuntia 37 °C:ssa.

Jokaisesta seerumista on valmistettava vihintddn kolme laimennosta. Epiillyn seerumin laimennukset on
suoritettava siten, ettd infektiorajalla olevan reaktion arviointi tehdddn keskimmaisessd putkessa (tai kuopassa,
jos mikrotiitterilevyja kdytetddn).

Tulosten tulkinta:

Seerumin Brucella-agglutinaatiotulos ilmoitetaan kansainvalisin yksikoin (IU) millilitraa kohti.

Vihintaan 30 [U-yksikkod millilitrassa sisdltdvad seerumia pidetddn positiivisena.

Fluoresenssipolarisaatiomiiritys (FPA-testi)

Fluoresenssipolaarisaatiomairitys voidaan suorittaa lasiputkessa tai 96-kuoppaisella mikrolevylld. Kiytetyn
tekniikan, sen standardisoinnin ja tulosten tulkinnan on oltava OIE:n laatiman maaeldinten diagnostisia testejd
ja rokotteita koskevan kisikirjan Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, 6 painos,
2008, luvun 2.4.3 (naudan luomistauti) mukaisia.

Testin standardisointi

FPA-testi on standardisoitava siten, etti

a) OIEELISAgpSS ja OIEELISAywpSS antavat systemaattisesti positiiviset tulokset;

b) negatiiviseen seerumiin (tai negatiiviseen yhdistelmédseerumiin) tehty OIEELISAypSS:n esilaimennos (1:8) tai
OIEELISAgpSS:n esilaimennos (1:64) antaa aina negatiivisen tuloksen;

¢) OIEELISANSS antaa aina negatiivisen tuloksen.

Jokaiseen testierddn on sisdllytettdvd seuraavaa: vahva positiivinen, heikko positiivinen, negatiivinen kéyttostandardi-
seerumi (kalibroitu OIE:n standardi-seerumia vastaan).

TAYDENTAVAT TESTIT
Luomistaudin ihotesti (BST)
BST-testin Rayttdedellytykset:

a) luomistaudin ihotestid ei saa kdyttdd sertifiointitarkoituksissa yhteison sisdisessd kaupassa;

b) luomistaudin ihotesti on yksi spesifisimmistd testeistd luomistaudin osoittamiseksi rokottamattomissa eldi-
missd; diagnoosia ei kuitenkaan saa tehdd ainoastaan positiivisen nahansisiisen tuloksen perusteella;

¢) nautaeldimid, jotka ovat antaneet negatiivisen tuloksen jossakin tissi liitteessd madritellyistd serologisista
testeistd ja jotka reagoivat positiivisesti BST-testiin, pidetddn tartunnan saaneina tai epdiltyind tartunnan
saaneina;

&

nautaeldimille, jotka ovat antaneet positiivisen tuloksen jossakin tissd liitteessd madritellyistd serologisista
testeistd, voidaan tehdd BST-testi serologisten testien tulosten tulkinnan tukemiseksi, erityisesti, jos luo-
mistaudista virallisesti vapaassa tai luomistaudista vapaassa nautakarjassa ei voida sulkea pois ristireaktiota
muiden bakteerien vasta-aineiden kanssa.
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3.1.2  Testi on suoritettava kdyttdmalld standardisoitua ja mairiteltyd bruselloosi-allergeenivalmistetta, joka ei sisalld
siledd lipopolysakkaridiantigeenia, koska timd voi aiheuttaa epdspesifisid tulehdusreaktioita tai aiheuttaa se-
kaannusta mychemmissa serologisissa testeissa.

Bruselliinin valmistusta koskevien vaatimusten on oltava OIE:n laatiman maaeldinten diagnostisia testejd ja
rokotteita koskevan kisikirjan Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, 6. painos,
2008, 2.4.3 luvussa olevan C1 jakson mukaisia.

3.1.3  Testimenetelmd

3.1.3.1 0,1 ml bruselloosi-allergeenia on ruiskutettava nahansisdisesti hinnin alla olevaan ihopoimuun, eldgimen
kupeeseen tai kaulaan.

3.1.3.2 Tulokset on tarkastettava 48-72 tunnin kuluttua.
3.1.3.3 Thon paksuus pistokohdassa on mitattava tyontomitalla ennen ruiskeen antamista sekd tuloksia tarkasteltaessa.
3.1.3.4 Tulosten tulkinta:

Voimakkaat reaktiot tunnistaa helposti paikallisesta turvotuksesta ja kovettumisesta.

Jos ihon paksuuntuminen on 1,5-2 mm, BST-tulosta pidetddn positiivisena.

3.2 Kompetitiivinen entsyymi-immunologinen méiritys (cELISA)
3.2.1  cELISA-testin kayttoedellytykset

cELISA-testid ei saa kdyttdd sertifiointitarkoituksissa yhteison sisdisessd kaupassa.

Nautaeldimille, jotka ovat antaneet positiivisen tuloksen jossakin tdssd liitteessd madritellyistd muista serolo-
gisista testeistd, voidaan tehdd cELISA-testi muiden serologisten testien tulosten tulkinnan tukemiseksi; ndin
voidaan tehda erityisesti, jos luomistaudista virallisesti vapaassa tai luomistaudista vapaassa nautakarjassa ei
voida sulkea pois ristireaktiota muiden bakteerien vasta-aineiden kanssa tai jos tarkoituksena on eliminoida
$19:1l4 rokottamisen reaktiona tuotetuista vasta-ainejddmistd johtuvat reaktiot.

3.2.2  Testimenetelmd

Testi on suoritettava OIE:n laatiman maaeldinten diagnostisia testejd ja rokotteita koskevan kasikirjan Manual
of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, 6. painos, 2008, 2.4.3 luvussa olevan B2-jakson
madrdysten mukaisesti.”

2. Korvataan direktiivin 64/432[ETY liitteessi C oleva 4.1 kohta seuraavasti

"4.1 Tehtivit ja velvollisuudet

Kansalliset vertailulaboratoriot vastaavat

a) jasenvaltiossa kdytetyn testimenetelmén luotettavuuden osoittavien validointitutkimusten tulosten hyviksymi-
sestd;

b) kokoomandytteisiin yhdistettdvien niytteiden enimmaéismaaran mddrittelystd ELISA-menetelmad kiytettdessd;
) edelld 2.1.6 kohdassa tarkoitettujen kayttostandardien kalibroinnista;
d) kaikkien jasenvaltiossa kaytettyjen antigeenien ja ELISA-pakkauserien laatutarkastuksista;

€) yhteistyostd luomistautia koskevan yhteison vertailulaboratorion kanssa sekd sen suositusten noudattamisesta.”



