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ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) NR 1226/2002
z dnia 8 lipca 2002 r.
zmieniajace zalacznik B do dyrektywy Rady 64/432[EWG

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajgc Traktat ustanawiajgcy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajgc dyrektywe Rady 64/432/EWG z dnia 26 czerwca
1964 r. w sprawie probleméw zdrowotnych zwierzat
wplywajacych na handel wewnatrzwspdlnotowy bydlem i
trzodg chlewna (!), ostatnio zmieniong rozporzadzeniem
Komisji (WE) nr 535/2002 (), w szczegdlnosci jej art. 16
ust. 1 akapit drugi,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1)  Dnia 11 pazdziernika 1999 r. Komitet Naukowy ds.
Zdrowia i Dobrostanu Zwierzat przyjal sprawozdanie (%)
dotyczace zmiany zalgcznikéw technicznych do dyrek-
tywy Rady 64/432/EWG celem uwzglednienia postepu
naukowego w zakresie gruzlicy, brucelozy i enzoo-
tycznej biataczki bydta.

(2)  Zgodnie z powyzszym sprawozdaniem préby tuberkuli-
nowe nalezy przeprowadzal zgodnie ze wskazaniami
Podrgcznika Norm dla Testéw Diagnostycznych oraz
Szczepionek  Miedzynarodowego  Biura  Epizootii,
wydanie trzecie 1996 r.

(3) W sierpniu 2001 r. Miedzynarodowe Biuro Epizootii
opublikowalo czwarte wydanie wspomnianego podrecz-
nika (2000), zawierajgce pewne zmiany w opisie prob
tuberkulinowych.

(4 W styczniu 2002 r. Europejska Dyrekcja ds. Jakosci
Lekow opublikowala czwarte wydanie Farmakopei Euro-
pejskiej (2002), zawierajace monografie 0535 i 0536
dotyczace oczyszczonej pochodnej biatkowej tuberku-
liny bydlecej i ptasiej.

(5) W zwigzku z powyzszym zachodzi konieczno$¢ wpro-
wadzenia zmian w zalagczniku B do dyrektywy
64[432[EWG, celem ustanowienia procedur majacych
zastosowanie do celéw nadzoru i handlu we Wspdl-
nocie, z uwzglednieniem opinii Naukowego Komitetu
Weterynaryjnego.

6)  Srodki, przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa
zgodne z ocena Stalego Komitetu ds. Lafcucha Pokar-
mowego i Zdrowia Zwierzat,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1
Zalacznik B do dyrektywy 64[432/EWG zastepuje si¢ Zalaczni-
kiem do niniejszego rozporzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie dwudziestego dnia
po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Wspdlnot Euro-
pejskich.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich

Panistwach Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 8 lipca 2002 r.

() Dz.U. 121 2 29.7.1964, str. 1977/64.
() DzU. L 80 z 23.3.2002, str. 22.
() SANCO/B3/R10/1999.

W imieniu Komisji
David BYRNE

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK
ZALACZNIK B
GRUZLICA
1. IDENTYFIKACJA CZYNNIKA

2.1

2.1.4.1

Obecno$¢ Mycobacterium bovis (M. bovis), czynnika wywolujacego gruzlice bydta, mozna stwierdzi¢ w prébkach
klinicznych i poémiertnych, w drodze badania barwionych wymazéw lub technikami immunoperoksydazo-
wymi, natomiast potwierdza si¢ ja poprzez hodowle organizmu na pierwotnym podlozu izolacyjnym.

Material do badania patologicznego celem potwierdzenia M. bovis pobiera si¢ ze zmienionych weztdéw chlon-
nych oraz organéw miazszowych, takich jak pluca, watroba, §ledziona itd. W przypadku gdy zwierze¢ nie
wykazuje zmian chorobowych, probki do badan i hodowli pobiera si¢ z wezlow pozagardlowych, oskrzelo-
wych, §rédpiersiowych, nadsutkowych, zuchwowych i niektorych weztéw krezkowych oraz z watroby.

Identyfikacje izolatéw przeprowadza si¢ zazwyczaj poprzez okreSlenie cech wzrostu oraz cech biochemicz-
nych. Celem zidentyfikowania kompleksu M. tuberculosis mozna zastosowac technike faficuchowej polimerazy
(PCR). W pordéwnaniu do biochemicznych metod réznicowania M. bovis od innych czlonkéw kompleksu M.
tuberculosis techniki analizy DNA moga okaza¢ si¢ latwiejsze i bardziej rzetelne niz metody biochemiczne.
Genetyczny odcisk palca pozwala na rozrdznienie rdznych szczepéw M. bovis oraz umozliwia opisanie
wzoréw pochodzenia, transmisji i rozprzestrzeniania si¢ M. bovis.

Zastosowane techniki i podloza, ich standaryzacja oraz interpretacja wynikéw muszg by¢ zgodne z informa-
¢jami wyszczegdlnionymi w Podreczniku Norm dla Testéw Diagnostycznych oraz Szczepionek Migdzynarodo-
wego Biura Epizootii, wydanie czwarte 2000, rozdzial 2.3.3. (gruzlica bydta).

TUBERKULINOWA PROBA SKORNA

Do wykonywania oficjalnych préb tuberkulinowych zgodnie z procedurami okreslonymi w ppkt 2.2 stosuje
si¢ tuberkuling PPD (oczyszczone pochodne biatkowe), spetniajaca normy okreslone w ppkt 2.1.

Normy dla tuberkuliny (bydlecej i ptasiej)

Definicja

Oczyszczona pochodna biatkowa tuberkuliny (tuberkulina PPD, bydleca lub ptasia) to preparat otrzymany z
poddanych dziataniu wysokiej temperatury produktéw wzrostu i lizy Mycobacterium bovis lub Mycobacterium
avis (w zaleznosci od zastosowania), zdolny do wywolywania op6znionej nadwrazliwosci u zwierzecia uczulo-
nego na drobnoustroje tego samego gatunku.

Produkcja

Tuberkuling otrzymuje si¢ z rozpuszczalnych w wodzie frakeji, przygotowywanych poprzez podgrzanie w
systemie swobodnego przeplywu oraz przefiltrowanie hodowli M. bovis lub M. avium (w zaleznosci od zasto-
sowania), wzrastajacych na plynnym podlozu syntetycznym. Frakcja aktywna filtratu, skladajaca si¢ glownie z
bialek, jest izolowana poprzez precypitacj¢, przemywana i ponownie rozpuszczana. Mozna dodaé czynnik
przeciwbakteryjny, niewywolujacy falszywie pozytywnych reakji, taki jak fenol. Koncowy sterylny preparat,
pozbawiony pratkéw, jest aseptycznie umieszczany w sterylnych szklanych pojemnikach, odpornych na
uszkodzenia, ktére si¢ nastgpnie zamyka celem zapobiezenia zanieczyszczeniom. Preparat moze by¢ liofilizo-
wany.

Identyfikacja produktu

Odmierzone dawki wstrzykuje si¢ §rédskérnie do réznych miejsc odpowiednio uczulonych albinotycznych
$winek morskich, z ktérych kazda wazy nie mniej niz 250 g. Po 24-28 godzinach pojawiaja si¢ reakcje w
postaci zaczerwienionych obrz¢kéw, nawet z martwica, w miejscach iniekcji. Wielko$¢ i stopien reakgji rézni
si¢ w zaleznosci od dawki. Nieuczulone $winki morskie nie wykazuja Zadnej reakcji na podobne iniekgje.
Proby

pH: pH wynosi 6,5-7,5.
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Fenol: jesli badany preparat zawiera fenol, jego stezenie nie powinno przekraczaé 5 gfl.

Efekt uwrazliwienia: nalezy zastosowaé grupe trzech $winek morskich, ktérych nie poddawano dziataniu
zadnego materialu oddziatujgcego z préba. Trzykrotnie, w odstepach pieciodniowych, kazdej $wince nalezy
wstrzykna¢ $rédskornie dawke badanego preparatu réwnowazng 500 CTU w 0,1 ml. Po uplywie 15-21 dni
od trzeciej iniekeji nalezy wstrzykna¢ $rédskérnie taka sama dawke (500 CTU) tym samym zwierzetom oraz
grupie kontrolnej trzech $winek morskich o tej samej masie, ktdre nie byly wczesniej poddawane iniekcjom z
tuberkuliny. Po uplywie 24-28 godzin od ostatnich iniekcji réznice w reakcjach obydwu grup nie sa
znaczace.

Toksyczno$¢: nalezy zastosowaé dwie Swinki morskie, przy czym kazda ma wazy¢ nie mniej niz 250 g,
ktérych nie poddawano wczesniej dzialaniu zadnego materialu mogacego mie¢ wplyw na probe. Kazdej
$wince nalezy wstrzykna¢ podskornie 0,5 ml badanego preparatu. Zwierzeta nalezy obserwowac przez siedem
dni. Podczas okresu obserwagji nie powinny wystapi¢ zadne odchylenia od normy.

Sterylno$¢: pokrywa si¢ z testem sterylnosci opisanym w monografii Farmakopei Europejskiej »Szczepionki do
uzytku weterynaryjnego«, wydanie 4.

Potencja

Potencje oczyszczonej pochodnej biatkowej tuberkuliny (bydlecej i ptasiej) okresla si¢ poprzez pordéwnanie
reakcji wywolywanych na uczulonych $winkach morskich, w drodze podskérnej iniekcji serii rozcienczen
badanego preparatu, z reakcjami wywolywanymi przez znane stezenia referencyjnego preparatu oczyszczonej
pochodnej biatkowej tuberkuliny (bydlecej lub ptasiej, w zalezno$ci od zastosowania) kalibrowanego w
jednostkach migdzynarodowych.

Celem zbadania potencji nalezy uczuli¢ nie mniej niz dziewigé albinotycznych $winek morskich, przy czym
kazda ma wazy¢ 400-600 g, poprzez gleboka domig$niows iniekcje z 0,0001 mg mokrej masy zyjacych M.
bovis szczepu AN5, zawieszonych w 0,5 ml z 9 g/l roztworu chlorku sodowego R dla tuberkuliny bydlecej,
lub odpowiedniej dawki inaktywowanego lub zywego M. avium dla tuberkuliny ptasiej. Nie wczesniej niz
cztery tygodnie po uwrazliwieniu $winek morskich nalezy ogoli¢ im boki, celem zapewnienia miejsca na nie
wigcej niz cztery iniekcje po kazdej stronie. Rozcieficzenia testowanego preparatu oraz preparatu referencyj-
nego przyrzadza sig, stosujac izotoniczng buforowang fosforanem sdl fizjologiczng (pH 6,5-7,5), zawierajaca
0,005 g/l polisorbatu 80 R. Do bada nalezy zastosowa¢ nie mniej niz trzy dawki preparatu referencyjnego i
nie mniej niz trzy dawki badanego preparatu. Nalezy wybraé takie dawki, aby powstajace zmiany mialy Sred-
nicg nie mniejszq niz 8 mm i nie wigksza niz 25 mm. Dawki nalezy umieszcza¢ przypadkowo, stosujac wzor
kwadratu lacinskiego. Kazdg dawke wstrzykuje si¢ §rodskérnie, w stalej objetosci 0,1-0,2 ml. Srednicg zmian
nalezy zmierzy¢ po 24-28 godzinach, a wyniki proby wylicza si¢ z zastosowaniem zwyklych metod statys-
tycznych, zakladajac, Ze $rednica zmian jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia tuberkuliny.

Test jest niewazny, jesli punkty odniesienia bledu (P = 0,95) sg nie mniejsze niz 50 % i nie wicksze niz
200 % szacowanej potencji. Szacowana potencja stanowi nie mniej niz 66 % i nie wiecej niz 150 % okres-
lonej potencji tuberkuliny bydlecej. Szacowana potencja stanowi nie mniej niz 75 % i nie wiecej niz 133 %
okreslonej potencji tuberkuliny ptasiej. Okreslona potencja wynosi nie mniej niz 20 000 CTU/ml dla obu
tuberkulin (bydlecej i ptasiej).

Przechowywanie

Nalezy przechowywac w miejscu chronionym od $wiatla, w temperaturze 5 = 3 °C.

Etykietowanie

Etykieta zawiera:
— potencj¢ w migdzynarodowych jednostkach na mililitr,
— nazwe i ilo§¢ dodanej substancji,

— dla preparatéw liofilizowanych:
— nazwe i objeto$¢ cieczy odtwarzajacej, jaka ma zosta¢ dodana,

— informacj¢ o konieczno$ci natychmiastowego zuzycia preparatu po odtworzeniu.

Procedury testowe

Ponizsze proby sg uznawane za oficjalne $§rédskérne proby tuberkulinowe:
— pojedyncza proba $rédskérna: proba ta wymaga jednokrotnej iniekcji z tuberkuliny bydlecej,

— $rodskorna proba poréwnawcza: proba wymaga jednej iniekcji z tuberkuliny bydlecej i jednej iniekgji z
tuberkuliny ptasiej, podanych jednoczesnie.
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Dawka tuberkuliny w iniekcji powinna wynosic:

— nie mniej niz 2 000 CTU tuberkuliny bydlecej,

— nie mniej niz 2 000 CTU tuberkuliny ptasiej.

Objetos¢ kazdej dawki iniekcyjnej nie powinna przekraczaé 0,2 ml.

Préby tuberkulinowe wykonuje si¢ przez podskérne wstrzyknigcie tuberkulinyg w szyje. Miejsca iniekeji
powinny by¢ usytuowane na granicy przedniej i Srodkowej trzeciej czesci szyi. W przypadku wykonywania
temu samemu zwierzeciu jednoczesnie iniekeji tuberkulin bydlecej i ptasiej miejsce iniekeji tuberkulin ptasich
powinno by¢ usytuowane okoto 10 cm od konca szyi, a miejsce iniekcji bydlecej tuberkuliny okoto 12,5 ¢m
nizej, na linii mniej wiecej réwnoleglej do linii topatki, lub po réznych stronach szyi; w przypadku miodych
zwierzat, gdzie nie ma mozliwosci wystarczajacego odseparowania miejsc iniekcji po jednej stronie szyi, z
kazdej strony szyi wykonuje si¢ jedng iniekcje, w identycznych miejscach, w srodku Srodkowej trzeciej czesci
szyi.

Technika wykonania préb tuberkulinowych oraz interpretacja odczynéw powinna by¢ nastepujaca:

Technika:

Migjsca iniekgji nalezy wygoli¢ i oczysci¢. Fald skérny wewnatrz wygolonego obszaru nalezy przytrzymad
miedzy palcem wskazujacym i kciukiem, zmierzy¢ jego grubos¢ i zanotowaé. Dawka tuberkuliny powinna by¢
wstrzykiwana zgodnie z metoda zapewniajaca Srodskorne wprowadzenie tuberkuliny. Krotka sterylna igle, z
zamocowang strzykawka z podziatka, zawierajaca tuberkuling, wbija si¢ pod katem, skosnym cigciem do géry,
do glebszych warstw skory. Poprawne wykonanie iniekcji potwierdza si¢ poprzez wyczucie niewielkiego
opuchnigcia w ksztalcie groszku w kazdym miejscu iniekcji. Grubo$¢ faldu skérnego w kazdym miejscu
iniekcji ponownie mierzy si¢ po uplywie 72 godzin ( 4 godziny) od iniekdji i rejestruje sie.

Interpretacja odczynu

Interpretacja wyniku odczynu powinna opieral si¢ na obserwacjach klinicznych oraz na odnotowanym
wzroscie grubosci faldu skornego w miejscach iniekcji po uplywie 72 godzin od iniekeji tuberkulin(-y).

a) Odczyn negatywny: jezeli zaobserwowano jedynie ograniczony naciek, wraz ze wzrostem grubosci faldu
skornego nie wigkszym niz 2 mm, bez objawdw klinicznych takich jak rozproszona lub wyrazna
opuchlizna, wysi¢k, martwica, bol lub stan zapalny naczyn limfatycznych w okolicy iniekgji lub zapalenie
weztéw chlonnych.

b) Odczyn niejednoznaczny: jezeli brak jest objawdw klinicznych, takich jak te opisane w lit. a), ale wzrost
grubodci faldu skérnego wynosi wigcej niz 2 mm, lecz mniej niz 4 mm.

¢) odczyn pozytywny: jezeli zaobserwowano objawy kliniczne, takie jak opisane w lit. b), a wzrost grubosci
faldu skornego w miejscu iniekcji przekracza 4 mm.

Interpretacja oficjalnych $roédskérnych prob tuberkulinowych:

Pojedyncza préba $rodskorna:

a) odczyn pozytywny: pozytywny odczyn byda okreslony w ppkt 2.2.5.2 lit. c);

b) odczyn niejednoznaczny: odczyn niejednoznaczny okreslony w ppkt 2.2.5.2 lit. b);

¢) odczyn negatywny: negatywny odczyn bydla okreslony w ppkt 2.2.5.2 lit. a).

Zwierzeta wykazujace wynik niejednoznaczny w pojedynczej prébie Srodskérnej poddaje sie ponownej prébie
po uplywie przynajmniej 42 dni.

Zwierzeta, ktore nie wykazaly negatywnego wyniku w drugiej probie, uwaza si¢ za wykazujace wynik pozy-
tywny.

Jesli podejrzewana jest reakcja falszywie pozytywna lub interferencja, zwierzgta wykazujace reakcje pozytywna
po jednokrotnej probie moga zosta¢ poddane $rodskornej probie poréwnawczej.

Srédskérna préba poréwnawcza, wykonywana w celu okreslenia i utrzymania statusu stada oficjalnie uzna-
nego za wolne od gruzlicy:

a) odczyn pozytywny: pozytywny odczyn na tuberkuling bydleca, ponad 4 mm wigkszy niz odczyn na tuber-
kuling ptasia lub obecno$¢ objawdw klinicznych;

b) odczyn niejednoznaczny: pozytywny lub niejednoznaczny odczyn na tuberkuling bydleca, od 1 do 4 mm
wiekszy niz odczyn na tuberkuling ptasia, brak objaw6w klinicznych;

¢) odczyn negatywny: negatywny odczyn na tuberkuling bydleca lub pozytywny, albo niejednoznaczny
odczyn na tuberkuling bydleca, rowny lub mniejszy niz pozytywny, lub niejednoznaczny odczyn na tuber-
kuling ptasia, w obu przypadkach brak objawéw klinicznych.

Zwierzeta, ktore w $rodskornej probie poréwnawczej wykazaly wynik niejednoznaczny, poddaje si¢ nastgpnej
probie, po uplywie przynajmniej 42 dni. Zwierzeta, ktére nie wykazaly negatywnego wyniku w drugiej probie,
uwaza si¢ za wykazujace wynik pozytywny.
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Status stada oficjalnie uznanego za wolne od gruzlicy moze zostaé zawieszony, a zwierzgta z tego stada nie
beda dopuszczone do udziatu w handlu wewnatrzwspdlnotowym do czasu wyjasnienia statusu nastgpujacych
Zwierzat:

a) zwierzat, ktdore wykazaly niejednoznaczny wynik w pojedynczej Sroédskornej probie tuberkulinowej;

b) zwierzat, ktére wykazaly wynik pozytywny w pojedynczej §rédskornej prébie tuberkulinowej, ale oczekuja
na wynik §rédskérnej préby pordwnawczej;

¢) zwierzat, ktére wykazaly niejednoznaczny wynik w $rédskérnej probie poréwnawczej.

Jezeli prawodawstwo wspdlnotowe wymaga, aby zwierzeta byly poddawane prébom $rédskérnym przed ich
przemieszczeniem, probe nalezy tak interpretowaé, aby zadne zwierzg, ktére wykazalo zwigkszong grubosé
faldu skornego o ponad 2 mm lub obecnos¢ objawéw klinicznych, nie zostalo dopuszczone do handlu
wewnatrzwspdlnotowego.

Celem wykrycia maksymalnej liczby zwierzat zakazonych i chorych w danym stadzie lub regionie Pafistwa
Czlonkowskie moga zmieni¢ kryteria interpretacji proby, w celu poprawy jej czulosci, uznajac za pozytywne
wszystkie reakcje niejednoznaczne okreslone w ppkt 2.2.5.3.1 lit. b) i ppkt 2.2.5.3.2 lit. b).

PROBY DODATKOWE

Celem wykrycia maksymalnej liczby zwierzat zakazonych i chorych w danym stadzie lub regionie Pafstwa
Czlonkowskie mogg, oprécz proby tuberkulinowej, zezwoli¢ na zastosowanie préby interferonu-gamma
opisanej w Podreczniku Norm dla Testéw Diagnostycznych oraz Szczepionek Migdzynarodowego Biura
Epizootii, wydanie czwarte 2000, rozdzial 2.3.3 (gruzlica bydta).

INSTYTUTY PANSTWOWE I KRAJOWE LABORATORIA REFERENCYJNE
Zadania i obowigzki

Instytuty panstwowe i laboratoria referencyjne w Pafstwach Czlonkowskich, wymienione w ppkt 3.2, sa
odpowiedzialne za oficjalne préby tuberkulinowe lub badanie odczynnikéw okreslonych w pkt 2 i 3, celem
zapewnienia adekwatnosci tuberkulin i odczynnikéw w stosunku do norm okreslonych powyze;.

Wykaz instytutéw pafstwowych i krajowych laboratoriow referencyjnych

1) Niemcy:

Paul-Erlich Institut (PEI), Bundesamt fiir Sera und Impstoffe, D-23207 Langen; Bundesininstitut fir
gesundheitlichen Verbraucherschultz und Veterinirmedizin — Bereich Jena — D-07743 Jena;

2) Belgia:

Institut scientifique de la santé publique — Louis Pasteur, 14 Rue Juliette Wytsman — B 1050 Bruxelles —
Belgique;

3) Francja:
Laboratoire national des médicaments vétérinaires, Fourgeres;
4) Wielkie Ksigstwo Luksemburga:
Instytut kraju dostarczajacego;
5) Wilochy:
Instituto superiore di Sanita, Rzym;
6) Krolestwo Niderlanddw:
Centraal Instituut voor Dierziekte Controle Lelystad (CIDC-Lelystad), Lelystad;
7) Dania:
Danmarks Veterinerinstitut Billowsvej 27, DK-1790 Kopenhaga;
8) Irlandia:
Instytut kraju dostarczajacego;
9) Zjednoczone Krélestwo:
Veterinary Laboratory Agency, Addlestone, Weybridge;
10) Grecja:

Kévtpo Knuuatpikev [dpupdtev, Neanohewg 25, 153 10 Ana;
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11) Hiszpania:
Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Granada;
12) Portugalia:
Laboratorio National de Investigacdo Veterindria, Lisbon;
13) Austria:
Bundesanstalt fiir veterindrmedizische Untersuchungen, Modling;
14) Finlandia:

Eldinlddkintd — ja elintarviketutkimus — laitos —Forskningsanstalten for veterindrmedicin och livsmedel,
Helsinki;

15) Szwecja:

Statens veterindrmedicinska anstalt, Uppsala.”



