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KOMISIJAS LEMUMS
(2009. gada 15. decembris),

ar ko groza Padomes Direktivas 64/432/EEK D pielikumu attieciba uz govju enzootiskas leikozes
diagnostikas testiem

(izzinots ar dokumenta numuru C(2009) 9951)

(Dokuments attiecas uz EEZ)

(2009/976/ES)

EIROPAS KOMISIJA,

nemot véra Ligumu par Eiropas Savienibas darbibu,

nemot

véra Padomes 1964. gada 26. jinija Direktivu

64/432[EEK par dzivnieku veselibas problémam, kas ietekmé
liellopu un ciku tirdzniecibu Kopiena ('), un jo ipasi tas
16. panta otro dalu,

ta ka:

(1)

Direktivu  64/432/EEK pieméro Eiropas Savienibas
ieksgjai tirdzniecibai ar liellopiem un tas D pielikuma
Il sadala ir minéti govju enzootiskas leikozes (GEL) diag-
nostikas testi, kas paredzéti §is slimibas kontrolei un
izskausanai, uzraudzibai un monitoringam, ka ari no
govju enzootiskas leikozes oficiali briva ganampulka
statusa izveidosanai un saglabasanai, un Eiropas Savie-
nibas ieks@jas tirdzniecibas sertifikata izdoSanai.

Direktivas 64/432[EEK D pielikuma II sadala ir noteikts,
ka govju enzootiskas leikozes noteikSanai izmanto vai nu
agara gela imandifiizijas testu (AGID), izmantojot anti-
génu, kas standartizéts pret oficidlo EK standartserumu
(EI serums), vai arl enzimu imiinsorbcijas testu (ELISA),
kas standartizéts pret E4 serumu. Abus standartserumus
piegada Danijas Tehniskas universitates veterinarijas insti-
tits (National Veterinary Institute, Technical University of
Denmark).

Pasaules Dzivnieku veselibas organizacijas (OIE) refe-
rences laboratorija govju enzootiskas leikozes joma
Vacija (Friedrich-Loeffler-Institute) sadarbiba ar OIE refe-
rences laboratoriju Apvienotaja Karalisté (Veterinary Labo-
ratories Agency) un Polija (National Veterinary Research Insti-
tute) nesen izstradajusi jaunu GEL standartserumu (EO5
serums), ieprieks to testgjot péc kartas visas tris minétajas
laboratorijas. E05 serums ir validéts attieciba pret EI
serumu un E4 serumu, izmantojot dazadus AGID un
ELISA testus, un péc tam ka akreditéts OIE standartse-
rums ieklauts OIE Sauszemes dzivnieku slimibu diagnos-

() OV 121, 29.7.1964., 1977./64. Ipp.

tikas testu un vakcinu rokasgramatas sesta izdevuma
(2008) 2.4.11. nodalas B(2) sadald. So serumu var
dabiit no OIE references laboratorijas govju enzootiskas
leikozes joma Vacija.

Turklat Danijas Tehniskas universitates veterinarijas insti-
tits ir informéjis Komisiju par to, ka tas vairs nespgj
pildit paslaik Direktivas 64/432/EEK D pielikuma
II sadala noteiktas standartserumu piegades saistibas.

Vacijas kompetentas iestades ir vienojusas ar Friedrich-
Loeffler-Institute, ka tas klas par E05 seruma piegadataju,
un minctais serums péc tam klis par jauno oficialo
Eiropas Savienibas (ES) standartserumu govju enzootiskas
leikozes noteiksanai.

Tapéc attiecigi jagroza Direktiva 64/432/EEK.

Saja lemuma paredzétie pasakumi ir saskana ar Partikas
aprites un dzivnieku veselibas pastavigas komitejas atzi-
numu,

IR PIENEMUSI SO LEMUMU.

1. pants

Direktivas 64/432[EK D pielikuma II sadalas tekstu aizstaj ar 3a
lémuma pielikuma tekstu.

2. pants

Sis 1émums ir adreséts dalibvalstim.

Briselé, 2009. gada 15. decembri

Komisijas varda —
Komisijas locekle
Androulla VASSILIOU
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PIELIKUMS

Direktivas 64/432[EEK D pielikuma II sadalu aizstaj ar $adu tekstu:

“Il SADALA
GOVJU ENZOOTISKAS LEIKOZES TESTI

Govju enzootiskas leikozes testus veic ar agara géla imandiftzijas testu (AGID), ievérojot A un B dala minétos
nosacijumus, vai ar enzimu iminsorbcijas testu (ELISA), ievérojot C dala minétos nosacijumus. Agara géla imindi-
fuzijas testu drikst izmantot tikai atsevisku paraugu testéanai. Ja rezultati rada nopietnas Saubas, veic papildu
kontroli ar agara géla imundifiizijas testu.

AGID un ELISA testu standartizé attieciba pret EO5 serumu, kur ir oficialais ES standartserums un kuru piegada

Friedrich-Loeffler-Institut

Federal Research Institute for Animal Health

OIE Reference Laboratory for Enzootic Bovine Leukosis (EBL)
Siidufer 10

17493 Greifswald — Insel Riems

Vacija.

A. Agara géla imindifazijas tests govju enzootiskas leikozes noteiksanai

1. Testa izmantotais antigéns satur govju enzootiskas leikozes virusa glikoproteinus. Antigéns ir standartizéts
attieciba pret EO5 serumu.

2. Nosaka, ka valsts institiiti, nacionalas references laboratorijas vai oficiali institiiti, kas izraudziti saskana ar 6.a
pantu, lai koordinétu govju enzootiskas leikozes testu diagnozu standartus un metodes, ir atbildigi par
laboratorijas standarta darba antigéna kalibrésanu attieciba pret E05 serumu.

3. Laboratorija izmantojamos standarta antigénus vismaz reizi gada iesniedz valsts instititiem, nacionalajam
references laboratorijam vai oficialiem instititiem, kas izraudziti saskana ar 6.a pantu, lai $os antigénus
parbauditu attieciba pret EO5 serumu. Iznemot 3adu standartizaciju, izmantoto antigénu var kalibrét, izman-
tojot B dala aprakstito metodi.

4. Testos izmanto $adus reagentus:

a) antigénu: antigéns satur specifiskus govju enzootiskas leikozes virusa glikoproteinus, kas standartizéti pret
EO5 serumu;

b) testa serumu;
¢) zinamu pozitivu kontroles serumu;
d) agara gélu:
— 0,8 % agara,
— 8,5 % Nadl,
— 0,05 M Tris-buffer pH 7,2;
— 15 ml 3a agara ievieto PetrI traucina ar diametru 85 mm t3, lai agara slana biezums batu 2,6 mm.

5. Agara platé izveido testa sagatavi ar septinam sausam iedobém; testam ir vajadziga viena centrala iedobe un
sedas iedobes loka ap to.

Centralas iedobes diametrs: 4 mm
Periféro iedobju diametrs: 6 mm

Attalums starp centralo iedobi un periférajam iedobém: 3 mm
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6. Centralo iedobi piepilda ar standarta antigénu. 1. un 4. periféro iedobi (sk. B.3) piepilda ar zinamu pozitivu
serumu, 2., 3., 5. un 6. iedobi — ar testa serumiem. ledobes piepilda, lidz paziid menisks.

7. Tadgjadi iegast $adus daudzumus:
— antigéns: 32 pl,
— kontroles serums: 73 pl,
— testa serums: 73 pl
8. Inkubacija istabas temperatiira (20-27 °C) noslégta mitra kamera ilgst 72 stundas.

9. Testa rezultatus var nolasit péc 24 un 48 stundam, tacu galigo rezulttu neiegtst atrak ka péc 72 stundam:

o
=

testa serums ir pozitivs, ja tas izveido specifisku precipitacijas liniju ar govju leikozes virusa (BLV)
antigénu un pilnigu identitates liniju ar kontroles serumu;

o

testa serums ir negativs, ja tas neveido specifisku precipitacijas liniju ar BLV antigénu un neveido identi-
tates linijju ar kontroles serumu;

o

reakciju nevar uzskatit par skaidru, ja:

i) testa serums noliec kontroles seruma liniju virziena uz BLV antigéna iedobi, neveidojot redzamu
precipitacijas liniju ar antigénu; vai

ii) ja to nevar uzskatit ne par pozitivu, ne negativu.
Ja reakcija ir neskaidra, testu var atkartot, izmantojot koncentrétu serumu.

10. Var izmantot jebkuru citu iedobju konfiguraciju vai izkartojumu, ja E05 serumu atSkaidijuma 1:10 negativa
seruma var identificét ka pozitivu.

B. Antigénu standartizacijas metode
1. Vajadzigie $kidumi un materiali:
a) 40 ml 1,6 % agarozes 0,05 M Tris/HCl buferskiduma, pH 7,2 ar 8,5 % NaCl;

b) 15 ml govju leikozes seruma, kura ir antivielas tikai pret govju leikozes virusa glikoproteiniem, atskaidi-
juma 1:10 0,05 M Tris/HCl buferskiduma, pH 7,2 ar 8,5 % NaCl;

¢) 15 ml govju leikozes seruma, kura ir antivielas tikai pret govju leikozes virusa glikoproteiniem, atskaidi-
juma 1:5 0,05 M Tris/HCl buferskiduma, pH 7,2 ar 8,5 % NaCl;

&

Cetri plastmasas Petri traucini ar 85 mm diametru;
e) perforators ar diametru 4-6 mm;
f) standarta antigéns;

standartiz&jamais antigéns;

©Q

=

idens vanna (56 °C).
2. Procediira

Agarozi (1,6 %), uzmanigi karsgjot lidz 100 °C, atskaida Tris/HCl buferskiduma. Apméram uz vienu stundu
lick Gidens peldé 56 °C temperatiira. Govju leikozes seruma atSkaidijumu arf liek didens pelde 56 °C tempera-
tara.

Tad samaisa 15 ml agarozes $kiduma (kura temperatiira ir 56 °C) ar 15 ml govju leikozes seruma (1:10), atri
sakrata un katra no abiem PetrT trauciniem ielej 15 ml. Procediiru atkarto ar govju leikozes serumu atskai-
djjuma 1:5.
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Kad agaroze ir saciet§jusi, izveido caurumus $adi:

1. Petri traucin

2. Petr traucing
Serums 1:10 Serums 1:10
o o 000
A B CDE ° © < o
A B < D
3. Petri traucing 4. Petr traucing
Serums 1:5 Serums 1:5
¢ o 000
A B CDE 0 o ] [}
A 2 4 D

3. Antigéna pievienoSana
a) 1. un 3. PetrI traucins:
i) A iedobe — neatskaidits standarta antigéns;
ii) B iedobe — standarta antigéns atskaidijuma 1:2;
iii) C un E iedobe — standarta antigéns;
iv) D iedobe — neat3kaidits testa antigéns;
b) 2. un 4. Petri traucins:
i) A iedobe — neatskaidits testa antigéns;
ii) B iedobe — testa antigéns atSkaidijuma 1:2;
iii) C iedobe — testa antigéns atSkaidjjuma 1:4;
iv) D iedobe — testa antigéns atSkaidijuma 1:8.
4. Papildu instrukcijas
a) eksperimentu veic ar diviem seruma atSkaidjjumiem (1:5 un 1:10), lai panaktu optimalo precipitaciju;
b) ja precipitacijas diametrs abos at$kaidijumos ir parak mazs, serumu atskaida vairak;

) ja precipitacijas diametrs abos atSkaidjumos ir parak liels un neskaidrs, izvélas vajakas koncentracijas
serumu;

d) agarozes galiga koncentracija ir 0,8 %, bet seruma koncentracija — attiecigi 5% un 10 %;
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e) izméritos diametrus ieraksta koordinatu sistéma. Darba antigéns ir testéjamais antigéns, kura diametrs
atbilst standarta antigénam.

Diametrs (mm)

13

Antigénu atSkaidijumi

C. Enzimu imimmsorbcijas tests (ELISA) govju enzootiskas leikozes noteikSanai

1. Izmanto $adus materialus un reagentus:

a) cietas fazes mikroplates, kivetes vai citu cieto fazi;

b) antigénu fiksé pie cietas fazes, izmantojot poliklonalas vai monoklonalas slimibas antivielas, vai ari tas
neizmantojot. Ja antigénu saista tiesi pie cietas fazes, visi testa paraugi, kam konstaté pozitivu reakciju, ir
atkartoti jatesté attieciba pret kontroles antigénu. Kontroles antigéniem jabit identiskiem ar $o antigénu,
iznemot, ja nekonstaté BLV antigénus. Ja antigénus saista pie cietas fazes, antivielas drikst reagét tikai ar
BLV antigéniem;

¢) testgjamo biologisko skidrumu;

d) atbilstosu pozitivu un negativu kontroli;

e) konjugatu;
f) izmantotajam enzimam atbilstosu substratu;

reakcijas apturéSanas $kidumu, ja vajadzigs;

©

=

Skidumus testa paraugu atskaidiSanai, reagentu sagatavosanai un mazgasanai;

i) izmantotajam substratam atbilstosu nolasiSanas sistému.
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2. Testa standartizacija un jutiba

ELISA noteikSanai ir jabat tik jutigai, lai EO5 serumu par pozitivu atzitu desmit reizes lielaka atskaidjuma
(seruma paraugiem) vai 250 reizes lielaka atskaidijuma (piena paraugiem), salidzinot ar atskaidijumu, ko iegtst
no apvienotajos paraugos ieklautajiem atseviskajiem paraugiem. Ja paraugus (seruma un piena) testé atseviski,
EO05 serumu atskaidijuma 1:10 (negativa seruma) vai ari 1:250 (negativa piena) noveérté ka pozitivu, ja to testé
tada pasa noteikSanas atskaidijuma, ka atseviskos testa paraugus. A dalas 2. punkta minétie institati atbild par
ELISA metodes kvalitates kontroli, tai skaita katrai razosanas partijai nosakot apvienojamo paraugu skaitu,
pamatojoties uz skaitu, kas ieglits EO5 serumam.

3. Nosacijumi, ar kadiem ELISA testu izmanto govju enzootiskas leikozes noteiksanai
a) ELISA testus var izmantot, analizéjot seruma un piena paraugus;

b) ja ELISA testus izmanto sertificéSanas noliika saskana ar 6. panta 2. punkta c) apak$punktu vai, lai
izveidotu un uzturétu ganampulka statusu saskana ar D pielikuma I sadalu, seruma vai piena paraugu
apvienosanu veic ta, lai testa rezultatus varétu neapSaubami attiecinat uz atseviskiem dzivniekiem, uz
kuriem attiecas apvienotais paraugs. Visus apstiprinajuma testus veic paraugiem, kas nemti no atseviskiem
dzivniekiem;

¢) ja ELISA testus izmanto nefaséta piena paraugam, $o paraugu pem no piena, kas ir savakts saimnieciba,
kura ir vismaz 30 % slaucamu piena govju. Visus apstiprinajuma testus veic seruma vai piena paraugiem,
kas nemti no atseviskiem dzivniekiem.”



