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KOMISIJOS SPRENDIMAS
2002 m. vasario 21 d.

i§ dalies keiiantis Tarybos direktyvos 90/426/EEB D priedo nuostatas dél afrikinés arkliy ligos
diagnostiniy tyrimy

(pranesta dokumentu Nr. C(2002) 556)

(tekstas svarbus EEE)

(2002/160/EB)

EUROPOS BENDRIJU KOMISJJA,
atsizvelgdama i Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 1990 m. birZelio 26 d. Tarybos direktyva
90/426[EEB dél gyvany sveikatos reikalavimy, reglamentuo-
janciy arkliniy Seimos gyviiny importa i3 treCiyjy Saliy ir jy
judéjimg (), su paskutiniais pakeitimais, padarytais Sprendimu
2001/298/EB (3), ypac i jos 23 straipsni,

kadangi:

(1)  Direktyvos 90/426/EEB D priede aprasytas komplemento
sujungimo tyrimas, skirtas afrikinei arkliy ligai diagno-
Zuoti.

(2) 2000 m. lapkri¢io ménesj Bendrijos etaloninéje labora-
torijoje Algete, Ispanijoje vyko kasmetinis ES valstybiy
nariy afrikinés arkliy ligos nacionaliniy etaloniniy labo-
ratorijy susirinkimas. Susirinkime buvo pateikti moksli-
niai jrodymai, kad Direktyvos 90/426/EEB D priede
apradytas komplemento sujungimo tyrimas turi rimty
trikumy, ypac dél to, kad juo galima aptikti antikiinus
tik jei buvo apsikrésta ar skiepyta neseniai. Be to, siuos
tyrimus beveik visose Bendrijos ir pagrindiniy Saliy
eksportuotojy laboratorijose praktiskai pakeité Siuolaikiki
ELISA tyrimai.

(3)  Tarptautiniu lygiu pripazinti laboratoriniai tyrimai anti-
kiinams prie§ afrikinio arkliy maro virusg aptikti yra
apradyti Tarptautinio epizootijy biuro (OIE) Diagnostiniy
tyrimy ir vakciny standarty vadove (°); taCiau pastarajame
leidinyje nurodytas tik vienas i§ galimy ELISA tyrimy.

() OLL 224,1990 818, p. 42.
(3 OLL 102,2001 412, p. 63.
(’) 2000 m. ketvirtasis leidimas, 2.1.11. skyrius.

(4)  Todél reikia pakeisti Direktyvos 90/426/EEB D prieda
atsizvelgiant | technikos pazanga ir tarptautiniu lygiu
patvirtintus standartus.

(5) Siame sprendime numatytos priemonés atitinka Veteri-
narijos nuolatinio komiteto nuomong,

PRIEME S| SPRENDIMA:

1 straipsnis
Direktyvos 90/426/EEB D priedas kei¢iamas $io sprendimo
priedu.

2 straipsnis

Sis sprendimas skirtas valstybés naréms.

Priimta Briuselyje, 2002 m. vasario 21 d.

Komisijos vardu
David BYRNE

Komisijos narys
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PRIEDAS
.D PRIEDAS
AFRIKINE ARKLIY LIGA
DIAGNOZE

Toliau aprasytam imunofermentinés analizés tyrimui (ELISA) atlikti reagenty galima gauti i§ Europos bendrijos etaloninés
laboratorijos arba OIE afrikinés arkliy ligos tyrimy etaloniniy laboratorijy.

1. KONKURENCINIS ELISA TYRIMAS ANTIKUNAMS PRIES AFRIKINES ARKLIY LIGOS VIRUSA (AALV) NUSTATYTI

(PRIVALOMASIS TYRIMAS)

Konkurencinis ELISA tyrimas naudojamas aptikti bidingus afrikinés arkliy ligos AALV antikiinus bet kurios riisies
arkliniy serume. Plataus spektro polikloninis imuninis anti-AALV jary kiaulytés serumas (toliau — jary kiaulytés anti-
serumas) yra bidingas serogrupéms ir juo galima nustatyti visus Zinomus AAL virusy serotipus.

Tyrimo principas yra reakcijos tarp AALV antigeno ir jary kiaulytés antiserumo nutraukimas tiriamojo serumo
méginiu. AALV antikiinai tiriamajame serume kovos su antikiinais, esanciais jiry kiaulytés antiserume, dél ko pasikeis
spalva, kurios tikimasi (pridéjus fermentu Zyméty jury kiaulytés antikiiny ir substrato). Serumus galima istirti vienu
praskiedimu 1:5 (taskinis tyrimo metodas) arba titruojant (serumo titravimo metodas) galutiniam praskiedimui nusta-
tyti. Didesnés kaip 50 % nuslopinimo vertés laikomos teigiamomis.

Toliau aprasomas tyrimo protokolas yra naudojamas regioninéje etaloninéje laboratorijoje AAL ligai diagnozuoti
Pirbright, Jungtinéje Karalystéje.

1.1. Tyrimo procediira

1.1.1.  Ploksteliy paruosimas

1.1.1.1. ELISA plokstelés padengiamos AALV antigenu, i§ infekuoty lgsteliy kultiry ir praskiestu karbonato-
bikarbonato buferiu, kurio pH 9,6. ELISA plokstelés inkubuojamos per naktj 4 °C temperatiroje.

1.1.1.2. Plokstelés tris kartus praplaunamos pripildant duobutes fosfatinio buferio drusky tirpalo (PBS) ir iStus-
tinant juos, pH nuo 7,2 iki 7,4, ir nusausinamos sugeriamuoju popieriumi.

1.1.2. Kontrolinés duobutés

1.1.2.1. Teigiami kontroliniai serumai titruojami dvigubu atskiedimu nuo 1:5 iki 1:640 pirmajame stulpelyje
su blokuojan¢iu buferiu (PBS su 0,05 % (v[v) Tween-20, 5,0 % (w[v) nugriebto pieno milteliais

(Cadbury’s Marvel™) ir 1 % (v[v) — suaugusio jaucio serumuy), i duobute ipilant 50 pl.

1.1.2.2. T antrojo stulpelio A ir B duobutes pripilama 50 pl neigiamo kontrolinio serumo, praskiesto santykiu
1:5 (10 pl serumo + 40 pl blokuojancio buferio).

1.1.2.3. [ antrojo stulpelio C ir D (tus¢ia) duobutes pripilama po 100 pl blokuojancio buferio.

1.1.2.4. T antrojo stulpelio E, F, G ir H (jury kiaulytés kontrol¢) duobutes pripilama po 50 pl blokuojancio
buferio.

1.1.3.  Taskinis tyrimo metodas

1.1.3.1. Blokuojanciame buferyje atskiedZiami kiekvieno tiriamo serumo santykiu 1:5 méginiai ilainant |
dvigubas 3-12 stulpeliy duobutes (10 pl serumo + 40 pl blokuojancio buferio)

arba

1.1.4.  Serumo titravimo metodas

1.1.4.1. Paruosiamos dvigubo skiedimo kickvieno tiriamo méginio eilutés (nuo 1:5 iki 1:640) blokuojan¢iame
buferyje astuoniose duobutése atskiruose stulpeliuose (3—12).

tuomet

1.1.5. [ visas duobutes, isskyrus tuicias ELISA plokstelés duobutes, pripilama po 50 pl jiry kiaulytés antise-
rumo, praskiesto blokuojanciu buferiu (visose duobutése dabar yra po 100 pl).

1.1.5.1. Vieng valandg inkubuojama 37 °C temperatiiroje ant rotacinio kratytuvo.

1.1.5.2. Plokstelés tris kartus nuplaunamos ir nusausinamos kaip anksciau.
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1.2.

1.1.5.3. [ kiekvieng duobutg pripilama po 50 pl triusio pries juros kiaulyte krieny peroksidazés (HRP) konju-

gato, praskiesto blokuojanciu buferiu.

1.1.5.4. Vieng valandg inkubuojama orbitiniame kratytuve 37 °C temperatiroje.

1.1.5.5. Plokstelés tris kartus nuplaunamos ir nusausinamos kaip nurodyta pirmiau.

Chromogenas

Prie§ pat naudojimg pagal gamintojo nurodymus paruo$iamas chromogeno OPD (orto-fenildiamino)
tirpalas (0,4 mg/ml steriliame distiliuvotame vandenyje). Pripilama substrato (vandenilio peroksido —
H,0,), kad galutiné koncentracija bity 0,05 % tirio (1:2000 30 % H,0, tirpalo). I kiekviena duobute
pripilama po 50 pl OPD tirpalo ir plokstelés palickamos ant stalo 10 minuciy aplinkos temperatiiroje.
Reakcija sustabdoma pripilant j kiekvieng duobutg po 50 pl 1M sieros ragsties (H,SO,).

Vertinimas

Vertinama spektrofotometru prie 492 nm.

Rezultaty pateikimas

1.2.1.

1.2.2.

Pasinaudojant programine jranga iSspausdinamos optinio tankio (OT) vertés ir tirlamojo bei kontrolinio
serumo procentinés inhibicijos (PI) vidutiné verté, gauta i§ keturiy jiry kiaulytés kontroliniy duobuciy.
Duomenys, i3reiksti kaip OT ir PI reik§més, yra naudojami nustatyti, ar tyrimas atliktas tinkamai. Jiiry
kiaulytes kontrolés virsutinés kontrolinés ribos (VKR) ir apatinés kontrolinés ribos (AKR) yra atitinkamai
tarp 1,4 ir 0,4 OT reik$miy. Galutinis titras teigiamai kontrolei (50 % PI) turéty bati 1:240 (nuo 1:120
iki 1:480 ribose). Bet kokia plokstel¢, kuri neatitinka Siy kriterijy, turi bati atmesta. Taciau jeigu
teigiamo kontrolinio serumo titras yra didesnis nei 1:480, o tiriamieji méginiai islicka neigiami, tokiu
atveju tiriamus méginius galima laikyti neigiamais.

PI vertés atsarginése neigiamy kontroliniy serumy duobutése ir atsarginése tus¢iose duobutése turéty
bati atitinkamai nuo + 25 % iki - 25 % ir nuo + 95 % iki + 105 %. Jeigu vertés néra tarp Siy riby,
tai nereiskia, jog plokstelés negalioja, bet rodo, kad pagrindo spalva dar kinta.

Tirlamyjy serumy diagnostiné riba (ribiné verté) yra 50 % (Pl 50 %). Méginiai, kuriy PI vertés yra
didesnés kaip 50 %, laikomi teigiamais. Méginiai, kuriy PI vertés yra mazesnés kaip 50 %, laikomi
neigiamais.

Méginiai, kuriy PI vertés yra vir$ arba Zemiau atsarginiy duobudiy ribiniy verciy, yra laikomi abejoti-
nais. Tokius méginius galima tirti i§ naujo taskiniu tyrimu ir titruojant. Teigiami méginiai taip pat gali

bati titruojami teigiamumo laipsniui nustatyti.

Takinio tyrimo schema

1 2 3‘4‘5|6|7|8 9‘10‘11‘12
+ kontr. Tiriamieji serumai
A 1:5 - kontr. 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40
B 1:10 - kontr. 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40
C 1:20 Tuscia
D 1:40 Tuscia
E 1:80 JK kontr.
F 1:160 JK kontr.
G 1:320 JK kontr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
H 1:640 JK kontr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-kontr. = neigiama kontrolé
+kontr. = teigiama kontrole

JK kontr. = jiry kiaulytes kontrole
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Tiriamieji serumai

1 2 3 ‘ 4 ’ 5 ‘ 6 7 | 8 ‘ 9 ’ 10 ‘ 11 | 12
+ kontr. Tiriamieji serumai
A 1:5 — kontr. 1:5 1:5
B 1:10 — kontr. 1:10 1:10
C 1:20 Tuscias 1:20 1:20
D 1:40 Tuscias 1:40 1:40
E 1:80 JK kontr. 1:80 1:80
F 1:160 JK kontr. 1:160 1:160
G 1:320 JK kontr. 1:320 1:320
H 1:640 JK kontr. 1:640 1:640
-kontr. = neigiama kontrolé
+kontr. = teigiama kontrole

JK kontr. = jiiry kiaulytés kontrolé

2. NETIESIOGINIS ELISA TYRIMAS ANTIKUNAMS PRIES AFRIKINES ARKLIY LIGOS VIRUSA (AALV) NUSTATYTI
(PRIVALOMASIS TYRIMAS)

Toliau aprasytas metodas pateiktas pagal OIE Diagnostiniy tyrimy ir vakciny standarty vadovo 2000 m. ketvirto
leidimo 2.1.11. skyriy.

Antigenu AAL viruso antikiinams nustatyti naudojamas rekombinantinis VP7 baltymas, kurio jautrumo ir specifis-
kumo indeksas yra didelis. Kiti privalumai — jis yra stabilus ir nesukelia infekcijos.

2.1.

Tyrimo procediira

2.1.1.

2.1.1.1.

2.1.1.2.

2.1.1.3.

2.1.1.4.

2.1.2.1.

2.1.2.2.

2.1.3.1.

2.1.3.2.

Kietoji fazé

ELISA plokstelés yra padengiamos rekombinantiniu AALV-4 VP 7, praskiestu karbonato-bikarbonato
buferiu, kurio pH 9,6. Plokstelés per naktj inkubuojamos 4 °C temperatiiroje.

Plokstelés penkis kartus nuplaunamos distiliuotu vandeniu, kuriame yra 0,01 % tirio Tween 20 (plau-
namojo tirpalo). Apverstos plokstelés atsargiai patap$nojamos ant sugeriamosios medziagos, kad
nusikratyty ant jy likes plaunamasis tirpalas.

Plokstelés vienai valandai 37 °C temperatiiroje blokuojamos fosfatinio buferio drusky tirpalu (PBS)
+ 5% (w|v) nugriebto pieno (Nestlé Dry Skim Milk™) po 200 pl duobutéje.

Blokuojantis tirpalas pasalinamas ir plokstelés atsargiai patapsnojamos ant sugeriamosios medZiagos.

Tiriamieji méginiai

Serumo méginiai, kuriuos reikia istirti, bei teigiami ir neigiami kontroliniai serumai praskiedziami
santykiu 1:25 PBS + 5 % (w/v) nugriebto pieno + 0,05 % (v/v) Tween 20, po 100 pl i duobute. Vieng
valandg inkubuojama 37 °C temperatiiroje.

Titravimui paruosiamos dvigubo skiedimo eilutés nuo 1:25 (100 pl/duobutéje), po vieng serumy
méginj plokstelés stulpeliui, ir ta patj atlikite su teigiamais ir neigiamais kontroliniais méginiais. Vieng
valandg inkubuojama 37 °C temperatiiroje.

Nuplaukite ploksteles kaip aprasyta auks¢iau.

Konjugatas

Paruogiama po 100 pl/duobutéje krieny peroksidaze (HRP) konjuguoto arklio gamaglobulino, pras-
kiesto su PBS + 5% pieno + 0,05 % Tween 20, kuriy pH 7,2. Vieng valandg inkubuojama 37 °C
temperatiiroje.

Plokstelés nuplaunamos kaip aprasyta 2.1.1.2.
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2.1.4.  Chromogenas/Substratas

2.1.4.1. | duobutes pripilama po 200 pl chromogenofsubstrato tirpalo (10 ml 80,6 mM DMAB (dimetil-
aminobenzaldehido) + 10 ml 1,56 mM MBTH (3-metil-2-benzo-tiazolino hidrazono hidrochlorido)
+ 5 ul H,0,).
Spalvos kaita sustabdoma mazdaug po 5-10 minuciy pripylus 50 pl 3N H,SO, (prie§ neigiamam
kontroliniam méginiui pradedant nusidazyti).
Galima naudoti ir kitus chromogenus, pvz., ABTS (2,2-Azino-bis-[3-etilbenzotiazolino-6-sulfoniné
rgstis]), TMB (tetra-metil benzidinas) arba OPD (orto-fenildiaminas).

2.1.4.2. Plokstelés vertinamos prie 600 nm (arba 620 nm).

2.2.  Rezultaty vertinimas

2.2.1. Ribiné reiksmé apskaiciuojama prie neigiamos kontolés vertés pridedant 0,6 (0,6 yra standartinis 30
neigiamy serumy grupés nuokrypis).

2.2.2. Tiriamieji méginiai, kuriy absorbavimo vertés yra mazesnés uz ribine verte, laikomi neigiamais.

2.2.3. Tiriamieji méginiai, kuriy absorbavimo vertés yra didesnés uz ribing verte + 0,15, laikomi teigiamais.

2.2.4. Tiriamieji méginiai, kuriy absorbavimo vertés yra tarp pirmiau nurodyty, yra abejotini, ir rezultatams
patvirtinti reikia atlikti kitg tyrima.

3. BLOKUOJAMASIS ELISA TYRIMAS ANTIKUNAMS PRIES AFRIKINES ARKLIY LIGOS VIRUSA (AALV) NUSTATYTI
(PRIVALOMASIS TYRIMAS)

Blokuojamasis ELISA tyrimas skirtas nustatyti specifiniams AALV antikiinams bet kokiy jam jautriy rsiy serumuose.
VP7 yra pagrindinis antigeninis virusinis AALV devyniy serotipy baltymas. Kadangi monokloninis antikiinas (Mab)
taip pat veikia prie§ VP7, tyrimo jautrumas ir specifiSkumas yra labai dideli. Be to, rekombinantinis VP7 antigenas yra
visiskai nezalingas, todél uztikrinama didelé sauga.

Sio tyrimo principas yra reakcijos tarp rekombinantinio VP7, antigeno, prijungto prie ELISA plokstelés, ir VP7
badingo konjuguoto Mab, nutraukimas. Tiriamojo serumo antikiinai stabdys reakcija tarp antigeno ir Mab, todél pasi-
keis spalva.

Toliau aprasomas tyrimas atlickamas Europos bendrijos etaloninéje laboratorijoje afrikinei arkliy ligai tirti Algete,
Ispanija.

3.1.

Tyrimo procediira

3.1.1.

3.1.1.1.

3.1.1.2.

3.1.1.3.

3.1.2.1.

3.1.2.2.

ELISA plokstelés

ELISA plokstelés padengiamos rekombinantiniu AALV-4 VP7, praskiestu karbonato-bikarbonato
buferiu, kurio pH 9,6. Inkubuojama per naktj 4 °C temperatiroje.

Plokstelés penkis kartus nuplaunamos fosfatinio buferio drusky tirpalu (PBS), kuriame yra 0,05 %
tario Tween 20 (PBST).

Plokstelé stabilizuojama paveikiant ja stabilizuojanciu tirpalu (tam, kad baty galima ilgai laikyti 4 °C
temperatiiroje neprarandant aktyvumo) ir nusausinama absorbuojancia medziaga.

Tiriamigji ir kontroliniai méginiai

Tikrinimui: tirlamieji serumai ir kontrolés praskiedziami santykiu 1:10 tiesiai ploksteléje su
PBST, kad galutinis tiiris biity 100 pl/duobutéje. Vieng valandg inkubuojama 37
Code en erreur: 8¢JC temperatiiroje.

Titravimui: astuoniose duobutése nuo 1:10 iki 1:1 280 paruosiamas dvigubo skiedimo tiria-
masis serumas ir teigiamos kontroles eilutés (100 pl/duobutéje). Neigiama
kontrol¢ tikrinama praskiedus santykiu 1:10.
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3.1.3.  3.1.3. Konjugatas
| visas duobutes pripilama po 50 pl pries tai praskiesto krieny peroksidaze (HRP) — konjuguoto Mab
(VP7 bidingi monokloniniai antikiinai) ir atsargiai iSmaiSoma, kad tirpalas baty homogeniskas. 30
minuciy inkubuojama 37 °C temperatiiroje.

3.1.4.  Plokstelés penkis kartus nuplaunamos PBST ir nusausinamos kaip nurodyta pirmiau.

3.1.5.  Chromogenas/Substratas
[ kiekvieng duobute pripilama po 100 pl chromogeno substrato tirpalo (1 ml ABTS (2,2’-Azino-bis-
[3-etilbenzotiazolino-6-sulfoniné rigstis]) 5 mg/ml + 9 ml substrato buferio (0,1 M Fosfato-Citrato
buferio, kurio pH 4 ir jame yra 0,03 % H,0,) ir 10 minuciy inkubuojama kambario temperatiiroje.
Spalvos kaita sustabdoma pripilant | kiekviena duobute 100 pl 2% (wfv) SDS (natrio dodecilo
sulfato).

3.1.6.  Vertinimas
Vertiname ELISA analizatoriumi, nustac¢ius 405 nm.

3.2.  Rezultaty vertinimas

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Tyrimo tinkamumas

Tyrimas galioja, kai neigiamos kontrolés (NK) optinis tankis (OT) yra didesnis kaip1,0 ir teigiamos
kontrolés (TK) OT yra mazesnis kaip 0,2.

Ribos apskaiciavimas

Teigiamoji riba NK - [(NK - TK) x 0,3]
Neigiamoji riba = NK — [(NK- TK) x 0,2]

Cia NK yra neigiamos kontrolés OT, o TK — teigiamos kontrolés OT.

Rezultaty vertinimas
Méginiai, kuriy OT yra maZesnis uZ teigiamaja ribg, laikomi teigiamais AALV antik@inams.
Meéginiai, kuriy OT yra didesnis uZ neigiamaja riba, laikomi neigiamais AALV antikiinams.

Meéginiai, kuriy OT yra tarp minéty dviejy verciy, laikomi abejotinais, ir gyviinai turéty bati pakarto-
tinai tirlami po 2-3 savaiciy."



