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DECIZIA COMISIEI
din 21 februarie 2002

de modificare a anexei D la Directiva 90/426/CEE a Consiliului privind testele de diagnosticare a pestei
cabaline africane

[notificatd cu numdrul C(2002) 556]

(Text cu relevantd pentru SEE)

(2002/160/CE)

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitatii Europene,

avand in vedere Directiva 90/426/CEE a Consiliului din 26 iunie
1990 privind conditiile de inspectie veterinard care reglementeaza
circulatia si importul de ecvidee din tdri terte (1), astfel cum a fost
modificatd ultima datd prin Decizia 2001/298/CE (2), in special
articolul 23,

intrucat:

(I)  Anexa D la Directiva 90/426/CEE descrie testul de fixare a
complementului ~ care  trebuie  efectuat  pentru
diagnosticarea pestei cabaline africane.

(2)  In noiembrie 2002, laboratorul comunitar de referinti din
Algete, Spania, a gazduit reuniunea anuald a laboratoarelor
nationale de referintd pentru pesta cabalini africand. In
cursul acestei reuniuni, a fost prezentatd dovada stiintifica
conform cdreia testul de fixare a complementului descris in
prezent in anexa D la Directiva 90/426/CEE prezenta
limitdri serioase, in special pentru cd nu permite detectarea
prezentei anticorpilor decat in urma unei infectiri sau a
unei vacciniri recente. in plus, testul este inlocuit, in
practicd, de teste ELISA moderne in aproape toate
laboratoarele Comunitatii, precum si in principalele tari
exportatoare.

(3)  Testele de laborator acceptate la nivel international pentru
detectarea anticorpilor virusului pestei cabaline africane

() JOL224,18.8.1990, p. 42.
() JOL 102, 12.4.2001, p. 63.

sunt descrise in Manualul de standarde pentru testele de
diagnosticare si pentru vaccinuri (}) al Oficiului
international pentru epizootii (OIE); cu toate acestea,
editia curentd mentioneaza doar unul dintre testele ELISA
disponibile.

(4)  In consecinti, este necesard modificarea anexei D la Direc-
tiva 90/426/CEE pentru a tine seama de evolutia tehnicd si
de standardele agreate la nivel international.

(5) Masurile prevazute de prezenta directivd sunt in
conformitate cu avizul Comitetului permanent veterinar,

ADOPTA PREZENTA DECIZIE:

Articolul 1

Anexa D la Directiva 90/426/CEE se inlocuieste cu anexa la
prezenta decizie.

Articolul 2

Prezenta decizie se adreseazd statelor membre.

Adoptat la Bruxelles, 21 februarie 2002.

Pentru Comisie
David BYRNE

Membru al Comisiei

3)  Capitolul 2.1.11, editia a patra 2000.
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ANEXA

LANEXA D
PESTA CABALINA AFRICANA

DIAGNOSTICARE

Reactivii pentru metodele de imunoabsorbtie enzimaticd (ELISA) descrise in cele ce urmeazd pot fi obtinuti de la
laboratorul comunitar de referintd sau de la laboratoarele de referintd ale OIE pentru pesta cabalind africana.

1. TEST ELISA COMPETITIV PENTRU DETECTAREA PREZENTEI ANTICORPILOR VIRUSULUI PESTEI CABALINE
AFRICANE (VPCA) (TEST OBLIGATORIU)

Testul ELISA competitiv este utilizat pentru detectarea prezentei anticorpilor specifici ai virusului pestei cabaline
africane in serurile provenite de la toate speciile de ecvidee. Antiserul de cobai impotriva VPCA, denumit in
continuare «antiser de cobai», este un antiser cu spectru larg, policlonal si imun; este specific serogrupului PCA
si permite detectarea tuturor serotipurilor cunoscute ale virusului acestei boli.

Principiul de testare este intreruperea reactiei dintre antigenul VPCA si un antiser de cobai pe un esantion de ser
de testat. Anticorpii VPCA din esantionul de ser de testat sunt in competitie cu cei ai antiserului de cobai, ceea
ce antreneazd o atenuare a culorii preconizate (dupa addugarea unui anticorp anticobai marcat cu o enzima si
a substratului). Serurile pot fi testate la o singurd dilutie de 1/5 (metoda testului punctual) sau pot fi titrate (metoda
de titrare a serului) pentru obtinerea unei serii de dilutii. Valorile de inhibitie mai mari de 50 % pot fi considerate
pozitive.

Protocolul de testare descris anterior este utilizat de laboratorul regional de referintd pentru pesta cabalini africand
din Pirbright, Regatul Unit.

1.1. Descrierea testului

1.1.1.  Pregatirea pldcilor

1.1.1.1.  Se depune pe plici ELISA antigenul VPCA extras din culturi de celule infectate, diluat intr-un
tampon carbonat-bicarbonat cu pH 9,6. Se incubeazi plicile ELISA peste noapte la 4 °C.

1.1.1.2.  Sespald placile de trei ori prin cldtire si golirea godeurilor cu o solutie salind tamponata cu fosfat
(SSTF) cu pH 7,2-7,4, apoi se usucd pe sugativa.
1.1.2.  Godeuri de control

1.1.2.1.  Se titreazd serurile de control pozitive intr-o serie de dilutii in baza doi, de la 1/5 la 1/640, in
coloana 1, intr-un tampon de blocare SSTF cu continut de 0,05 % (v/v) de Tween-20, 5,0 % (m/v)
de lapte praf degresat (Cadbury’s Marvel™) si 1 % (v/v) de ser de bovine adulte, pentru a obtine
un volum final de 50 pl pentru fiecare godeu.

1.1.2.2.  Se adaugd 50 pl de ser de control negativ intr-o dilutie de 1/5 (10 pl ser + 40 pl tampon de
blocare) in godeurile A si B din coloana 2.

1.1.2.3.  Se adaugd 100 pl de tampon de blocare in godeurile C si D din coloana 2 (CONTROL ORB).

1.1.2.4. Seadaugd 50 pltampon de blocare in godeurile E, F, G si H din coloana 2 (control cu ser de cobai).

1.1.3.  Metoda testului punctual

1.1.3.1.  Se adaugd la tamponul de blocare o dilutie de 1/5 din fiecare ser de testat pentru dublarea
godeurilor din coloanele de la 3 la 12 (seruri de 10 pl + 40 pl tampon de blocare).

sau

1.1.4. Metoda de titrare a serului

1.1.4.1.  Se prepara o serie de dilutii in baza doi din fiecare esantion de testat (de la 1/5 la 1/640) intr-un
tampon de blocare in opt godeuri in fiecare dintre coloanele de la 3 la 12.

apoi

1.1.5.  Seadaugi 50 pl antiser de cobai, diluat in prealabil intr-un tampon de blocare, in toate godeurile,
cu exceptia godeurilor de CONTROL ORB din placa ELISA (toate godeurile cong

in acum un volum final de 100 pl).
1.1.5.1.  Se incubeaza timp de 1 ord la 37 °C intr-un agitator rotativ.

1.1.5.2.  Se spald plicile de trei ori si se usucd in modul mentionat anterior.
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1.1.5.3.

1.1.5.4.

1.1.5.5.

Se adaugd in fiecare godeu 50 pl ser de iepure anticobai conjugat cu peroxidazd de hrean, diluat
in prealabil intr-un tampon de blocare.

Se incubeazd timp de 1 ord la 37 °C intr-un agitator rotativ.
Se spald plicile de trei ori si se usucd in modul mentionat anterior.

Cromogen

Se prepard solutia cromogen (OFD = ortofenildiamind) conform instructiunilor fabricantului
(0,4 mg/ml in apd distilatd sterild) cu putin timp Inainte de utilizare. Se adaugd un substrat
(peroxid de hidrogen = H,0,), pentru a obtine o concentratie finald de 0,05 % (v/v) (1/2000
dintr-o solutie la 30 % de H,0,). Se adauga 50 pl din solutia OFD in fiecare godeu si se lasd plicile
pe suport timp de 10 minute la temperatura ambianta. Se opreste reactia prin addugarea a 50 pl
de acid sulfuric 1M (H,SO,) in fiecare godeu.

Citire

Citire prin spectrofotometrie la 492 nm.

1.2. Exprimarea rezultatelor

1.2.1.

Cu ajutorul unui program de calculator, se stabilesc valorile de densitate opticd (DO) si valoarea
procentuald de inhibitie (PI) pentru serurile de testare si serurile de control, pe baza valorii medii
inregistrate in cele patru godeuri care contin serurile de cobai de control. Valorile DO si PI se
utilizeazd pentru a stabili dacd testul a fost efectuat in limite acceptabile. Limitele superioare si
inferioare ale serurilor de cobai de control se situeazd respectiv intre valorile 1,4 si 0,4 de DO.
Titrul punctului terminal de control pozitiv pe baza unui PI de 50 % ar trebui s fie 1/240 (intre
1/120 si 1/480). Plicile care nu sunt in conformitate cu criteriile mentionate anterior trebuie
respinse. Cu toate acestea, in cazul in care titrul serului de control pozitiv este mai mare de 1/480
si esantioanele testate sunt, totusi, negative, esantioanele negative cunoscute pot fi acceptate.

Godeurile duplicat cu ser de control negativ si godeurile duplicat de control orb ar trebui si
prezinte valori PI cuprinse intre + 25 % si— 25 %, respectiv intre + 95 % si + 105 %. Nerespectarea
acestor limite nu conduce la invalidarea rezultatelor plicii, insd sugereazd cd este in curs formarea
unei culori de fond.

Pragul de diagnostic (valoarea-limitd) pentru serurile testate este de 50 % (PI 50 %). Esantioanele
care prezintd valori PI mai mari de 50 % sunt considerate pozitive. Esantioanele care prezintd
valori PI mai mici de 50 % sunt considerate negative.

Esantioanele care prezintd valori PI superioare sau inferioare pragului pentru godeurile duplicat
sunt considerate neconcludente. Aceste esantioane pot fi testate din nou printr-un test punctual
sau prin titrare. Esantioanele pozitive pot fi si ele titrate pentru a furniza o indicatie cu privire
la gradul de pozitivitate.

Analizd punctuald

1 2 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 9 | 10 | 11 | 12
C+ Seruri testate
A 1:5 C- 31 | 32| 33| 34 (35|36 | 37| 38| 39| 40
B |1:10 C- 31 | 32| 33 | 34| 35| 36| 37 |38 39| 40
C |[1:20 orb
D |[1:40 orb
E [1:80 CcC
F 1:160 CcC
G |1:320 CC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
H |1:640 CC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

C- = control negativ
C+ = control pozitiv
CC = control cu cobai.
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2.

Titrarea serului

1 2 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | 11 | 12

C+ Seruri testate
A 1:5 C- 1:5 1:5
B 1:10 C- 1:10 1:10
C 1:20 orb 1:20 1:20
D 1:40 orb 1:40 1:40
E 1:80 CcC 1:80 1:80
F 1:160 CcC 1:160 1:160
G 1:320 CC 1:320 1:320
H 1:640 CC 1:640 1:640

C- = control negativ
C+ = control pozitiv
CC = control cu cobai.

TEST ELISA INDIRECT PENTRU DETECTAREA PREZENTEI ANTICORPILOR PESTEI CABALINE AFRICANE
(VPCA) (TEST OBLIGATORIU)

Testul descris in continuare este in conformitate cu descrierea din capitolul 2.1.11 din Manualul de standarde
pentru teste de diagnosticare i vaccinuri al OIE, editia a patra, 2000.

Proteina recombinantd VP7 a fost utilizatd ca antigen pentru detectarea prezentei anticorpilor virusului pestei
cabaline africane; metoda este foarte sensibila si foarte specificd. Aceastd proteind prezintd, de asemenea, avantajul
de a fi stabild i neinfectioasa.

2.1. Descrierea testului

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.

Faza solidd

Plicile ELISA se sensibilizeazd cu proteina recombinantd VP7 a VPCA de serotip 4, diluatd intr-un
tampon carbonat/bicarbonat cu pH 9,6. Se incubeazi plicile peste noapte la 4 °C.

Se clitesc plicile de cinci ori cu apd distilatd cu continut de 0,01 % (v/v) Tween-20 (solutie de
spilare). Se scuturd usor plicile pe un material absorbant pentru a indepdrta orice urmi de apa.

Se satureazi plicile cu o solutie SSTF + 5 % (m/v) de lapte praf degresat (lapte Nestlé™), cate 200
pl in fiecare godeu timp de o ord la 37 °C.

Se inldturd solutia de saturare si se scuturd usor plicile pe un material absorbant.

Esantioane

Serurile de testat si serurile pozitiv si negativ de control se dilueaza la 1/25 intr-o solutie
SSTF + 5 % (m/v) de lapte degresat + 0,05 % (v[v) Tween — 20; se aplicd apoi 100 pl in fiecare
godeu. Se incubeazd timp de 1 ord la 37 °C.

Pentru titrare, se efectueazd serii de dilutie in baza doi incepand de la 1/25 (100 pl/godeu),
utilizdndu-se céte o coloand a plicii pentru fiecare ser; se procedeazd la fel pentru controalele
pozitiv si negativ. Se incubeazd timp de 1 ord la 37 °C.

Se clatesc plicile in conformitate cu descrierea din etapa 2.1.1.2.

Conjugat

Se depun in fiecare godeu céte 100 pl de anticorpi anti-cal conjugati cu peroxidaza de hrean;
anticorpii se dilueazd intr-o SSTF + 5 % lapte degresat + 0,05 % Tween-20 cu pH 7,2. Se
incubeazd timp de 1 ord la 37 °C.

Se clitesc placile in conformitate cu descrierea din etapa 2.1.1.2.
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2.1.4.  Cromogen/substrat

2.1.4.1. Se adaugd 200 pl/godeu de solutie de cromogen/substrat [10 ml de 80,6 mM de DMAB
(dimetilaminobenzaldehidd) + 10 ml de 1,56 mM de MBTH (3-metil-2-benzotiazolind de
hidroclorurd de hidrazond) + 5 pl de H,0,].

Se blocheazd reactia colorimetricd dupd aproximativ 5-10 minute (inainte sd inceapd si se
coloreze controlul negativ) prin addugarea a 50 pl de H,SO, 3N.

Se pot utiliza si alti cromogeni, cum ar fi ABTS [2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolind-6-acid
sulfonic)], TMB (tetrametil de benzidind) sau OFD (ortofenil diamind).

2.1.4.2. Se citeste placa la 600 nm (sau 620 nm).

2.2. Interpretarea rezultatelor

2.2.1. Se calculeazd valoarea pragului addugand 0,6 la valoarea controlului negativ (0,6 este abaterea
standard calculatd pe baza unui grup de 30 de seruri negative).

2.2.2. Esantioanele testate care prezintd o valoare de absorbtie inferioard pragului sunt considerate
negative.

2.2.3. Esantioanele testate care prezintd o valoare de absorbtie superioard pragului + 0,15 sunt
considerate pozitive.

2.2.4. Esantioanele testate care prezintd o valoare de absorbtie intermediari sunt neconcludente si trebuie
utilizatd o a doua tehnicd pentru confirmarea rezultatului.

TESTUL ELISA DE BLOCARE PENTRU DETECTAREA PREZENTEI ANTICORPILOR VIRUSULUI PESTEI
CABALINE AFRICANE (VPCA) (TEST OBLIGATORIU)

Testul ELISA de blocare are ca scop detectarea prezentei anticorpilor specifici virusului pestei cabaline africane
in serurile provenite de la orice specie susceptibild la acest virus. VP7 constituie proteina antigenicd principald
a VPCA, fiind prezentd in toate cele 9 serotipuri. Deoarece anticorpul monoclonal este indreptat tot impotriva
proteinei VP7, testul va fi foarte sensibil si foarte specific. De asemenea, antigenul recombinant VP7 este total
inofensiv si, prin urmare, foarte sigur.

Principiul testului este intreruperea reactiei dintre proteina recombinantd VP7, in calitate de antigen legat de placa
ELISA, si anticorpul monoclonal conjugat, specific proteinei VP7. Anticorpii din serurile de testat vor bloca reactia
dintre antigen si anticorpul monoclonal, ceea ce va duce la atenuarea culorii.

Testul descris in continuare este utilizat de laboratorul comunitar de referintd pentru pesta cabalind africand din
Algete, Spania.

3.1. Descrierea testului

3.1.1.  Placile ELISA

3.1.1.1.  Se depune pe plici ELISA antigenul VPCA de serotip 4 cu proteina recombinantd VP7, diluatd
intr-un tampon carbonat/bicarbonat cu pH 9,6 si se incubeaza peste noapte la 4 °C.

3.1.1.2.  Sespald plicile de 5 ori cu o solutie salind tamponata cu fosfat (SSTF) cu continut de 0,05 % (v/v)
de Tween-20.

3.1.1.3. Sestabilizeaza placa prin tratare cu ajutorul unei solutii de stabilizare (pentru a permite pastrarea
pe termen lung la 4 °C fird pierdere de activitate) si se usucd pe sugativa.

3.1.2.  Esantioane si controale

3.1.2.1. Depistare: Se dilueaza serurile de testat si serurile de control in proportie de 1 la 10
direct pe placd in SSTF pentru a obtine un volum final de 100 pl in fiecare
godeu. Se incubeazd timp de o ord la 37 °C.

3.1.2.2. Titrare: Se pregiteste o serie de dilutii in baza doi de seruri de testat §i de control pozi-
tive (100 pl in fiecare godeu) de la 1/10 la 1/1 280, care se depun in opt
godeuri. Controlul negativ este testat la o dilutie de 1/10.
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3.2.

Conjugat
Se adaugd 50 pl de anticorp monoclonal diluat in prealabil (anticorp monoclonal conjugat cu
peroxidazi de hrean) in fiecare godeu si se amestecd usor pentru a omogeniza. Se incubeazd timp

de 30 de minute la 37 °C.

Se spald plicile de 5 ori cu SSTF si se usucd pe sugativd cum s-a descris anterior.

Cromogen/substrat

Se adaugd in fiecare godeu 100 pl din solutia urmatoare de cromogen/substrat: 1 ml de ABTS
[2,2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolind-6-acid sulfonic)] cu 5 mg/ml + 9 ml de tampon de substrat
(0,1 M de tampon de fosfat-citrat cu pH 4 cu continut de 0,03 % de H,0,), apoi se incubeazi
timp de 10 minute la temperatura ambiantd. Se stopeazd formarea culorii prin addugarea in
fiecare godeu a 100 pl de DSS (dodecil sulfat de sodiu) la 2 % (m/v).

Citire

Se citeste la 405 nm intr-un cititor de plici ELISA.

Interpretarea rezultatelor

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Valabilitatea testului

Testul este valabil atunci cand densitatea opticd (DO) a controlului negativ (CN) este mai mare
de 0,1 si DO a controlului pozitiv (CP) este mai mici de 0,2.

Calcularea limitelor

Limita pozitivd = CN ~[(CN - CP)x0,3]

Limitd negativd = CN —[(CN - CP)><0,2]

CN este DO a controlului negativ si CP este DO a controlului pozitiv.

Interpretarea rezultatelor

La depistarea anticorpilor VPCA, esantioanele care prezintd valori ale DO mai mici decat limita
pozitiva trebuie considerate pozitive.

La depistarea anticorpilor VPCA, esantioanele care prezintd valori ale DO mai mari decat limita
pozitiva trebuie considerate negative.

Esantioanele care prezintd valori ale DO care se incadreazd intre aceste doud valori trebuie
considerate neconcludente, fiind necesard prelevarea altor esantioane de la animale dupd 2-3
sdptdmani.”



