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DECYZJA KOMISJI
z dnia 21 lutego 2002 r.

zmieniajagca zalacznik D do dyrektywy Rady 90/426/EWG w odniesieniu do badan
diagnostycznych dotyczacych afrykanskiego pomoru koni

(notyfikowana jako dokument nr C(2002) 556)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

(2002/160/WFE)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajgc Traktat ustanawiajagcy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 90/426/EWG z dnia 26 czerwca
1990 r. w sprawie wymagan dotyczacych zdrowia zwierzat,
regulujacych przemieszczanie i przywéz zwierzat z rodziny
koniowatych z pafnistw trzecich ('), ostatnio zmieniong decyzjg
2001/298/WE (3), w szczegdlnosci jej art. 23,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1) Zalacznik D do dyrektywy 90/426/EWG opisuje badanie
na odczyn wiazania dopelniacza, przeprowadzane w
celu zdiagnozowania afrykanskiego pomoru koni.

(2) W listopadzie 2000 r. laboratorium referencyjne Wspol-
noty w Algete w Hiszpanii bylo gospodarzem corocz-
nego spotkania przedstawicieli krajowych laboratoriéw
referencyjnych ds. afrykanskiego pomoru koni Pafistw
Czlonkowskich UE. Podczas spotkania przedstawiono
naukowe dowody, ze odczyn wigzania dopelniacza
opisany obecnie w zalagczniku D do dyrektywy
90/426[EWG charakteryzuje si¢ powaznymi ogranicze-
niami, w szczegdlnosci ze wzgledu na fakt, iz nadaje si¢
jedynie do wykrywania przeciwcial po wystapieniu
infekgji lub po szczepieniu. Ponadto badania te zostaly
w praktyce wyparte przez nowoczesne testy ELISA w
prawie wszystkich laboratoriach znajdujacych si¢ na
terytorium Wspdlnoty oraz w  gtéwnych krajach

WYWOZU.
(3)  Zaakceptowane na szczeblu miedzynarodowym badania

laboratoryjne majace na celu wykrycie przeciwcial
wirusa afrykanskiego pomoru koni zostaly opisane w

(') Dz.U. L 224 z 18.8.1990, str. 42.
() Dz.U.L 102 z 12.4.2001, str. 63.

Podrgczniku norm do badari diagnostycznych i szczepionek (%)
Miedzynarodowego Urzedu Epizootii (OIE); niemniej
jednak aktualne wydanie wymienia tylko jeden z dostep-
nych testéw ELISA.

(4 W zwiazku z powyzszym wiasciwe wydaje si¢ wprowa-
dzenie zmian do =zalgcznika D do dyrektywy
90/426/EWG celem uwzglednienia rozwoju technicz-
nego i norm zatwierdzonych na szczeblu miedzynaro-
dowym.

(5)  Srodki przewidziane w niniejszej decyzji sa zgodne z
opinig Stalego Komitetu Weterynaryjnego,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DECYZJE:

Artykut 1

Zakgcznik D do dyrektywy 90/426[EWG zastepuje si¢ Zalaczni-
kiem do niniejszej decyzji.

Artykut 2

Niniejsza decyzja skierowana jest do Panistw Czlonkowskich.

Sporzgdzono w Brukseli, dnia 21 lutego 2002 r.
W imieniu Komisji
David BYRNE

Czlonek Komisji

() Rozdziat 2.1.11, wydanie czwarte 2000.
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ZALACZNIK
LLALACZNIK D
AFRYKANSKI POMOR KONI
DIAGNOZA

Odczynniki chemiczne niezbedne do wykonania testéw immunoabsorpcji enzymozaleznej (ELISA) opisanych ponizej
mozna otrzymac z laboratorium referencyjnego Wspélnoty lub z laboratoriéw referencyjnych OIE zajmujacych si¢ afry-
kanskim pomorem koni.

1. KOMPETYCYJNY TEST ELISA W CELU WYKRYCIA PRZECIWCIAL WIRUSA AFRYKANSKIEGO POMORU KONI
(ASHV) (TEST ZALECANY)

Kompetycyjny test ELISA stosuje si¢ w celu wykrycia szczegdlnego rodzaju przeciwcial ASHV w surowicy wszystkich
gatunkow zwierzat z rodziny koniowatych. Surowica odporno$ciowa $winki morskicj (zwana dalej surowica odpor-
no$ciowa $winki morskiej) o szerokim zasiggu, poliklonalna, odporna na ASHV, umozliwia wykrycie wszystkich
znanych serotypéw wirusa AHSV.

Podstawe testu stanowi przerwanie reakcji miedzy antygenem AHSV i surowica odpornosciowa $winki morskiej
przez probke testowa surowicy. Przeciwciala AHSV w probce surowicy beda konkurowaé z przeciwcialami
pochodzacymi z surowicy odporno$ciowej Swinki morskiej, w wyniku czego nastapi oslabienie oczekiwanego koloru
(nastgpujace po dodaniu enzymu oznaczonego jako przeciwcialo i substrat surowicy odpornoSciowej $winki
morskiej). Surowica moze by¢ testowana w pojedynczym roztworze 1-5 (metoda testu plamkowego) lub za pomoca
miareczkowania (metoda miareczkowania surowicy). Wartosci wyhamowania procesu powyzej 50 % mozna potrak-
towac jako wynik pozytywny.

Protokdt testowy opisany ponizej jest wykorzystywany w regionalnym laboratorium referencyjnym zajmujacym si¢
afrykafiskim pomorem koni w Pibright w Zjednoczonym Krélestwie.

1.1. Procedura testowania

1.1.1.  Przygotowanie plytek

1.1.1.1. Pokry¢ plytki ELISA antygenem AHSV, wyekstrahowanym z zainfekowanych hodowli komoérek i
rozpuszczonym w weglowym/dwuweglowym roztworze buforowym o pH réwnym 9,6. Plytki inku-
bowaé przez calg noc w temperaturze 4 °C.

1.1.1.2. Umy¢ plytki trzykrotnie zanurzajac w buforowanym roztworze chlorku sodu, fosforanu sodu i fosfo-
ranu potasu (PBS), pH 7,2-7,4, oprézniajac jednocze$nie baseniki, wysuszy¢ na materiale adsorp-
cyjnym.

1.1.2.  Baseniki kontrolne

1.1.2.1. Miareczkowaé pozytywna kontrole surowicy w podwéjnych seriach rozcienczenia 1 do 5 do 1 do
640 w poprzek kolumny 1 w buforze blokujacym (PBS zawierajacym 0,05 % (v[v) Tween-20, 5,0 %
(v/v) odttuszczonego mleka w proszku (Cadbury's Marvel™) i 1 % (v[v) surowicy dorostego zywca
wolowego, co w rezultacie ma stanowi¢ 50 pl/basenik.

1.1.2.2. Doda¢ 50 pl kontrolnej surowicy (wynik negatywny) w roztworze od 1 do 5 (10 pl surowicy + 40
pl buforu blokujacego) do basenikéw A i B drugiej kolumny.

1.1.2.3. Doda¢ 100 pl/basenik buforu blokujacego do basenikéw C i D w kolumnie 2 (obojetne).
1.1.2.4. Doda¢ 50 pl buforu blokujacego do basenikéw E, F, G i H w kolumnie 2 (kontrola $winki morskiej).

1.1.3.  Metoda testu plamkowego

1.1.3.1. Doda¢ roztwér 1 do 5 kazdej z testowych surowic w buforze blokujacym w celu zduplikowania bese-
nikéw z kolumn 3-12 (10 pl surowicy + 40 pl buforu blokujgcego).

lub

1.1.4.  Metoda miareczkowania surowicy

1.1.4.1. Przygotowac fpodw()jne serie roztworéw kazdej z probek testowych (1 do 5 do 1 do 640) w
roztworze buforowym w 8 basenikach kazdej z kolumn 3-12.

nastepnie

1.1.5. Doda¢ 50 pl surowicy odporno$ciowej Swinki morskiej, rozpuszczonej wczesniej w buforze
blokujacym do kazdego baseniku, poza tymi obojetnymi przypisanymi do testu ELISA (w kazdym
baseniku powinno si¢ znajdowac 100 pl).

1.1.5.1. Inkubowa¢ przez godzing w temperaturze 37 °C w wytrzasarce obrotowej.

1.1.5.2. Umy¢ plytki trzykrotnie i osuszy¢ jak poprzednio.
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1.1.5.3. Doda¢ do kazdego baseniku 50 pl krdlicze anty-IgG $winek morskich znaczone peroksydaza
chrzanows, rozpuszczonej wezesniej w roztworze buforowym.

1.1.5.4. Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze 37 °C w wytrzasarce obrotowej.

1.1.5.5. Umy¢ plytki trzykrotnie i osuszy¢ jak poprzednio.

1.1.6.  Chromogen

Przygotowaé roztwér chromogenu OPD (OPD = ortofenylodiamina) zgodnie ze wskazéwkami
producenta (0,4 mg/ml w sterylnej destylowanej wodzie) bezposrednio przed uzyciem. Dodaé
substraty (wode utleniong = H,0,), aby otrzymac¢ ostateczne stezenie 0,05 % (v/v) (1 do 2000 w 30-
procentowym roztworze H,0,). Doda¢ 50 pl roztworu OPD do kazdego baseniku i pozostawi¢ plytki
na 10 minut w umiarkowanej temperaturze. Powstrzymac reakcje, dodajac 50 pl/basenik 1M kwasu
siarkowego(H,SO,).

1.1.7. Odczyt wyniku

Odczytywac spektrofotometrycznie na 492 nm.

1.2.  Sposéb prezentowania wynikéw

1.2.1. Uzywajac pakietu oprogramowania, wydrukowaé wartosci gesto$ci optycznej (OD) oraz procent zaha-
mowania (PI) dla testowanej i kontrolnej surowicy w odniesieniu do wartoéci $redniej policzonej na
podstawie odnotowanych wynikéw czterech basenikach kontrolnych $winki morskiej. Odnotowane
warto$ci OD i PI pozwola ustali¢, czy wyniki testu mieszczg si¢ w akceptowalnych granicach. Wartosé
gbérnej granicy kontrolnej (UCL) i nizszej granicy kontrolnej (LCL) gestosci optycznej dla $winki
morskiej to odpowiednio 1,4 i 0,4. Graniczne miano roztworu miareczkowanego dla pozytywnych
prébek kontrolnych, gdzie baza jest PI = 50 % powinno wynosi¢ 1 do 240 (w zakresie od 1 do 120
do 1 do 480). Kazda plytka, ktora nie spelnia powyzszych kryteriéw, musi zosta¢ odrzucona. Niemniej
jednak, gdy miano roztworu surowicy kontrolnej jest wyzsze od 1 do 480, a prébki testowe daja w
dalszym ciagu wyniki negatywne, moga one zosta¢ zaakceptowane.

Podwojenie basenikéw z negatywng surowicg kontrolng i podwojone baseniki obojetne powinny dawaé
odpowiednio wyniki PI migdzy + 25 % i — 25 % oraz + 95% i + 105 %. Niespelienie powyzszych
kryteriéw nie uniewaznia wyniku pochodzacego z danej plytki, ale sugeruje, ze kolor tla caly czas si¢
zmienia.

1.2.2. Prég diagnozy (warto$¢ zahamowania) dla testu surowicy to 50 % (PI 50 %). Probki dajace wynik PI
powyzej 50 % nalezy uznal za pozytywne. Probki, w przypadku gdy PI jest mniejsze od 50 %, sa nega-
tywne.

Probki w przypadku, ktérych wartoéci PI sg rézne w podwojonych basenikach, raz powyzej progu a
innym razem ponizej, uznaje si¢ za niewiarygodne. Takie probki mozna testowaé ponownie metoda

testu plamkowego badZ miareczkowania. Probki pozytywne moga zostaé poddane miareczkowaniu w
celu okreslenia stopnia, w jakim ich wynik jest pozytywny.

Wzér testu metoda plamkowa

1 2 3 ‘ 4 ‘ 5 | 6 | 7 8 9 | 10 ‘ 11 ‘ 12
+ kont. Badane surowice

A 1:5 - kont. 31 32 33 34 | 35 36 | 37 | 38 39 | 40
B 1:10 - kont. 31 32 33 34 | 35 36 | 37 | 38 39 | 40
C 1:20 proba Slepa
D 1:40 proba Slepa
E 1:80 SM kontrola
F 1:160 SM kontrola
G 1:320 S$M kontrola 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
H 1:640 S$M kontrola 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

- kont. = kontrola negatywna
+ kont. = kontrola pozytywna
SM kontrola = kontrola $winki morskiej
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Badane surowice

1 2 3 ‘4‘5‘6 718 9‘10‘11| 12
+ kont. Badane surowice

A 1:5 - kont. 1:5 1:5
B 1:10 - kont. 1:10 1:10
C 1:20 proba Slepa 1:20 1:20
D 1:40 proba §lepa 1:40 1:40
E 1:80 $M kontrola 1:80 1:80
F 1:160 $M kontrola 1:160 1:160
G 1:320 SM kontrola 1:320 1:320
H | 1:640 $M kontrola 1:640 1:640

- kont. = kontrola negatywna

* kont. = kontrola pozytywna

SM kontrola = kontrola $winki morskiej

2. TEST POSREDNI ELISA W CELU WYKRYCIA PRZECIWCIAEL WIRUSA AFRYKANSKIEGO POMORU KONI (AHSV)
(TEST ZALECANY)

Test opisany ponizej jest zgodny z opisem w rozdziale 2.1.11 Podrgcznika norm dla badasi diagnostycznych i szczepionek
OIE, wydanie czwarte, 2000 r.

Zrekombinowane bialko VP7 zostalo wykorzystane jako antygen dla przeciwcial wirusa AHS ze wzgledu na wysoki
wspdlezynnik czutosci i specyficznosci. Innymi zaletami sa jego stabilno$¢ i to, ze nie jest zarazliwy.

2.1. Procedura testowania

2.1.1.  Faza stata

2.1.1.1. Plytki ELISA pokrywa si¢ odczynnikiem AHSV-4 VP7, rozpuszczonym w weglowym/dwuweglanym
buforze, pH 9,6. Plytki inkubowa¢ przez calg noc w temperaturze 4 °C.

2.1.1.2. Umy¢ plytki pig¢ razy destylowana woda zawierajaca 0,01 % (v/v) Tween 20 (roztwér do mycia).
Delikatnie postuka¢ o material absorpcyjny, w celu usunigcia pozostatosci po myciu.

2.1.1.3. Zblokowal plytki buforowanym roztworem chlorku sodu, fosforanu sodu i fosforanu potasu (PBS)
+ 5% (wfv) odtluszczonego mleka (Nestlé Dry Skim Milk™), 200 pl/basenik przez 1 godzing, w
temperaturze 37 °C.

2.1.1.4. Usuna¢ roztwér blokujacy, delikatnie stukajac o material adsorpcyjny.

2.1.2.  Prébki testowe

2.1.2.1. Probki surowicy przeznaczone do testowania oraz pozytywna i negatywng surowice kontrolnq
rozpuszcza si¢ w stosunku 1 do 25 w PBS + 5 % (w/fv) odtluszczonego mleka + 0,05 % (v[v) Tween
20, 100 pl/basenik. Inkubowa¢ przez godzing w temperaturze 37 °C.

Do miareczkowania przygotowa¢ podwéijne serie roztworéw, poczawszy od stosunku 1 do 25 (100
pl/basenik), jedna plytka z surowica na kolumng, te same czynnosci nalezy wykonaé w przypadku
kontroli negatywnych i pozytywnych. Inkubowac przez godzing w temperaturze 37 °C.

2.1.2.2. Umy¢ plytki zgodnie z opisem w pkt 2.1.1.2.

2.1.3.  Koniugat

2.1.3.1. Sporzadzi¢ 100 pl/basenik perydoskaz¢ chrzanowa (HRP) — znaczong antykoriska 1gG gamma -
globuling rozpuszczong w PBS + 5 % mleka + 0,05 % Tween 20, pH 7,2. Inkubowa¢ przez godzine
w temperaturze 37 °C.

2.1.3.2. Umy¢ plytki zgodnie z opisem w pkt 2.1.1.2.
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2.1.4.  Chromogen/substrat

2.1.4.1. Doda¢ 200 pl na basenik roztworu chromogenu/substratu (10 ml z 80,6 mM DMAB (dimetyloami-
nobenzaldehyd) + 10 ml w 1,56 mM MBTH (chlorowodorek hydrazonu 3-methylo-2-benzo-tiazo-
liny) + 5 ul H,0,).

Rozwdj koloru zostanie powstrzymany poprzez dodanie 50 ul 3N H,SO, po okolo 5-10 minutach
(przed momentem, w ktorym negatywna kontrola zaczyna nabierad koioru).

Mozna stosowaé réwniez inne chromogeny, takie jak ABTS (2,2-azyno-bis-[3-etylbenzotiazolina-6-
kwasu sulfonowego]), TMB (tetrametylobebzydyna), lub OPD (orthofenyldiamina).

2.1.4.2. Odczytu plytek dokonywaé na 600 nm (lub 620 nm).

2.2. Interpretacja wynikéw

2.2.1. Ustali¢ warto$¢ krytyczna, dodajac 0,6 do wartosci negatywnej kontroli (0,6 to odchylenie standardowe
policzone na 30-elementowej grupie probek negatywnej surowicy).

2.2.2. Prébki, ktérych wartosci absorpcji sa nizsze od wartosci krytycznej, uznawane sg za negatywne.

2.2.3. Prébki, ktérych wartosci absorpcji sa nizsze od wartosci krytycznej powickszonej o + 0,15, uznawane
s za pozytywre.

2.2.4. Prébki, ktérych warto$¢ absorpgji jest umiarkowana, sa niewiarygodne i nalezy wtedy zastosowaé druga
technike w celu potwierdzenia wynikéw.

3. TEST BLOKUJACY ELISA W CELU WYKRYCIA PRZECIWCIAL WIRUSA AFRYKANSKIEGO POMORU KONI (AHSV)

(TEST ZALECANY)

Ten test zostal zaprojektowany w celu wykrywania okreslonych przeciwcial AHSV w surowicy dowolnego podejrza-
nego gatunku. VP7 jest gléwnym, antygenicznym, bialkiem wirusowym AHSV i wystepuje w dziewigciu typach suro-
wiczych. Przeciwcialo monoklonalne (Mab) jest takze skierowane przeciwko VP7, badanie charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem czulosci i specyficzno$ci. Ponadto zrekombinowane przeciwcialo VP7 jest calkowicie nieszkodliwe, co
gwarantuje wysoki stopieft bezpieczenistwa.

Test opiera si¢ na przerwaniu reakcji miedzy rekombinantem VP7, wraz z momentem skierowania antygenu na
plytke przeznaczong na badanie ELISA, a zespolonym przeciwcialem monoklonalnym (Mab) wiasciwym dla VP7.
Przeciwcialo w testowej surowicy zablokuje reakcje migdzy antygenem a przeciwcialem monoklonalnym (Mab), co w
rezultacie zredukuje intensywnos¢ koloru.

Test opisany ponizej jest przeprowadzany w laboratorium referencyjnym Wspdlnoty Europejskiej zajmujacym sig
afrykanskim pomorem koni w Algete, w Hiszpanii.

3.1. Procedura testowania

3.1.1.  Phytki ELISA

3.1.1.1. Pokry¢ plytki substratem AHSV-4 VP7 rozpuszczonym w weglowym/dwuweglowym buforze, pH
9,6. Inkubowa¢ przez cala noc w temperaturze 4 °C.

3.1.1.2. Umy¢ plytki pigciokrotnie w buforowanym roztworze chlorku sodu, fosforanu sodu i fosforanu
potasu (PBS) zawierajagcym 0,05 % (v/v) Tween 20 (PBST).

3.1.1.3. Ustabilizowal plytke, wykorzystujac roztwor stabilizujacy (w celu umozliwienia dlugotrwalego prze-
chowywania w temperaturze 4 °C bez utraty aktywnosci) i wysuszy¢ na materiale absorpcyjnym.

3.1.2.  Probki testowe i kontrole

3.1.2.1. W celu prze- rozpusci¢ surowice testowa i kontrolng w stosunku 1 do 10 bezposrednio na
siewu: plytce w PBST tak, aby otrzyma¢ 100 pl/basenik. Inkubowa¢ przez 1 godzing w
temperaturze 37 °C.

3.1.2.2. W celu miarecz-  przygotowaé podwojne serie roztwordéw surowicy oraz kontroli pozytywnych
kowania: (100 pl/basenik), poczawszy od stosunku 1 w 10 do 1 w 280 w o$miu baseni-
kach. Kontrola negatywna testowana jest w roztworze 1 do 10.
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3.1.3.  Koniugat
Doda¢ 50 pl/basenik przed rozcieficzeniem peroksydozy chrzanowej (HRP) znaczonej Mab (monoklo-
nalne przeciwciala wlasciwe dla VP7) do kazdego baseniku i wymiesza¢ delikatnie do uzyskania
jednorodnosci. Inkubowac przez 30 min w temperaturze 37 °C.

3.1.4.  Umy¢ plytki pieciokrotnie w PBST i osuszy(¢ jak wyzej.

3.1.5.  Chromogen/substrat
Doda¢ 100 pl/basenik roztwoér choromogenu/substratu (1Iml ABTS (2,2-Azyno-bis-[6-kwas sulfo-
nowy 3-ethylbenzotiazoliny]) 5 mg/ml + 9 ml buforu substratu (0,1 M buforu cytrynianu fosforanu
o pH = 4, zawierajacego 0,03 % H,O,] i inkubowaé przez 10 min w temperaturze pokojowej.
Rozwdj koloru zatrzymuje si¢ przez dodanie 100 pl/basenik 2 % (w/v) SDS (dodecylosiarczan sodu).

3.1.6.  Odczyt
Odczytywa¢ na 405 nm czytnika ELISA.

3.2.  Interpretacja wynikow

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Sprawdzanie waznoci badania

Test jest wazny, jezeli optyczna gesto$¢ (OD) kontroli negatywnej (NC) jest wigksza niz 1,0, a w przy-
padku pozytywnych (PC) OD jest mniejsze niz 0,2.

Wskazniki

NC - [(NC - PC) x 0,3]
Negatywny wskaznik = NC — [(NC - PC) x 0,2]

Gdzie NC to warto$¢ optycznej gestosci dla kontroli negatywnej (OD), a PC stanowi warto$¢ (OD) dla
kontroli pozytywnej.

Pozytywny wskaznik

Interpretacja wynikéw
W przypadku probki z OD nizszg od wartosci pozytywnego wskaznika, wynik nalezy uznaé za pozy-
tywny i przyjaé, ze antyciala AHSV sg obecne.

Probki z OD wyzsza od wartoici negatywnego wskaznika nalezy uznaé za pozbawione przeciwciat
AHSV (wynik negatywny).

Probki, w przypadku ktérych wyniki OD mieszcza si¢ migdzy warto$ciami pozytywnego i negatyw-
nego wskaznika, nalezy uzna¢ za niewiarygodne i pobra¢ ponownie probki od zwierzat po uplywie
od dwdéch do trzech tygodni.”



