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NARIADENIE KOMISIE (ES) €. 1226/2002
z 8.jila 2002,
ktorym sa meni a dopliia priloha B k smernici Rady 64/432/EHS

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurdpskeho spoloCenstva,

so zretelom na smernicu Rady 64/432[EHS () z 26. jina 1964
o veterindrnych  problémoch, ktoré ovplyviuji  obchod
v rdmci spolocenstva s hovddzim dobytkom a o$ipanymi,
naposledy zmenent a doplnené nariadenim Komisie (ES) ¢.
535/2002 (3, najmd na druhy odsek jej ¢lanku 16 ods. 1,

kedze:

(1)  11. oktobra 1999 Vedecky vybor pre zdravie zvierat
a blaho zvierat schvilil spravu (*) o modifikacii technic-
kych priloh smernice Rady 64[432/EHS s ciefom
zohladnit vedecky pokrok tykajiici sa tuberkulézy,
brucelézy a enzootickej bovinnej leukdzy.

(2)  V stlade s vy$Sie uvedenou sprivou by sa testy na
tuberkul6zu mali vykondvat v sdlade s Priruckou $tan-
dardov pre diagnostické testy a vakciny, tretie vydanie,
1996 Medzindrodného tradu pre ndkazy (OIE).

(3)  V auguste 2001 OIE vydal $tvrté vydanie 2000 danej
prirucky, vrdtane urcitych modifikdcii tykajicich sa
popisu testov na tuberkul6zu.

(4 'V janudri 2002 Eurdpsky direktoridt pre kvalitu liekov
vydal $tvrté vydanie 2002 Eurépskeho zoznamu lieciv
vratane monografif 0535 a 0536 o cistenych proteino-
vych derivdtoch avidrneho a bovinného tuberkulinu.

(5)  Z tohto dovodu je nevyhnutné zmenit a doplnit prilohu
B k smernici 64/432EHS s cielom stanovit testovacie
postupy uplatnitelné na ucely dozoru a obchodu
v ramci spolodenstva, bertic pritom do tGvahy stanovisko
Vedeckého veterindrneho vyboru.

(6)  Opatrenia uvedené v tomto nariadeni sii v stilade so
stanoviskom Stdleho vyboru pre potravinové retazce
a zdravie zvierat,

PRIJALA TOTO NARIADENIE

Cldnok 1
Priloha B k smernici 64/432[EHS sa nahrddza prilohou
k stcasnému nariadeniu.

Cldnok 2

Toto nariadenie nadobtida Gcinnost dvadsiaty den nasledujici
po jeho uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskych spolocenstiev.

Toto nariadenie je zdvdzné vo svojej celistvosti a priamo uplatnitelné vo vietkych ¢lenskych

statoch.

V Bruseli 8. jala 2002

() U.v. ES 121, 29.7.1964, 5. 1977/64.
() U. v. ES L 80, 23.3.2002, s. 22.
() SANCO/B3/R10/1999.

Za Komisiu
David BYRNE

clen Komisie
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2.1.

2.1.4.1.

PRILOHA

,PRILOHA B

TUBERKULOZA

IDENTIFIKACIA POVODCU

Pritomnost Mycobacterium bovis (M. bovis) povodcu bovinnej tuberkulézy v klinickych vzorkdch a vzorkich
odobratych post-mortem sa dd dokdzat vySetrenim farebnych zmien alebo imunoperoxiddzovymi technikami
a potvrdit kultiviciou organizmu na primarnom izola¢nom médiu.

Patologicky materidl pre potvrdenie M. bovis by sa mal odobrat z nadmernych (abnormadlnych) lymfatickych
uzlin a parenchymatickych orgdnov ako sii plica, pecen, slezina atd. V pripadoch, ked zvieratd nevykazuji
patologické lézie, na vy3etrenie a kultivaciu by sa mali zozbierat vzorky z retrofaryngdlnych, bronchidlnych,
mediastindlnych, supramamdrnych, mandibuldrnych a niektorych mezenterickych lymfatickych uzlin
a pecene.

Identifikdcia izoldtov sa moZe obvykle vykonat stanovenim vlastnosti kultir a biochemickych vlastnosti.
Polymerdzova retazovd reakcia (PCR) sa moze taktieZ pouZit na preukdzanie komplexu M. tuberculosis. Tech-
niky analyzovania DNA sa mozu ukdzat rychlejsie a spolahlivejsie ako st biochemické metddy, pokial ide
o rozlisovanie M. bovis od ostatnych ¢lenov komplexu M. tuberculosis. Genetické otlacky prstov umoziuji
rozliSovat medzi roznymi kmefimi M. bovis a umoznia popisat typické priklady povodu, prenosu a $irenia
M. bovis.

Pouzité techniky a prostriedky, ich Standardizdcia a interpretdcia vysledkov musia byt v sdlade s tym, ¢o je
$pecifikované v OIE Prirucke Standardov pre diagnostické testy a vakciny, Stvrté vydanie, 2000, kapitola
2.3.3 (bovinnd tuberkuldza).

TUBERKULINOVY KOZNY TEST

Na vykonanie uradného tuberkulinového kozného testu v stilade s postupmi uvedenymi v odseku 2.2 sa
pouzije tuberkulin PPD (Cistené proteinové derivaty), ktory vyhovuje standardom uvedenym v odseku 2.1.

Standardy pre tuberkulin (bovinny a vtaéi)

Definicia

Cisteny protefnovy derivat tuberkulinu (tuberkulin PPD, bovinny alebo vtd¢i) je pripravok ziskany z tepelne
spracovanych produktov rastu a rozpadu Mycobacterium bovis alebo Mycobacterium avium (podla toho, ktory
pripadd do tvahy) schopny odhalit oneskorend hypersenzitivitu vo zvierati citlivom na mikroorganizmy toho
istého druhu.

Produkcia

Ziskava sa z vo vode rozpustnych frakcii pripravenych zahrievanim vo volne pretekajicej vodnej pare
a naslednym odfiltrovanim kultir M. bovis alebo M. avium (podla toho, ¢o pripadd do tvahy) vypestovanych
v kvapalnom syntetickom médiu. Aktivna frakcia filtrdtu pozostdvajica hlavne z proteinu sa izoluje precipi-
taciou, premytim a opdtovnym rozpustenim. MozZe sa pridat antimikrobidlny ochranny prostriedok, ktory
nebude sposobovat nepravé pozitivne reakcie, ako napr. fenol. Findlny sterilny pripravok, ktory neobsahuje
mikobaktérie, sa asepticky prenesie do sterilnych sklenenych bezpe¢nostnych nadob, ktoré sa potom uzatvoria
tak, aby sa zamedzilo kontamindcii. Pripravok sa méze lyofilizovat.

Identifikdcia produktu
Vstreknite $kdlu odstupniovanych dédvok do koze na roznych miestach do vhodne senzibilizovanych albin-
skych mor¢iat, pricom Zziadne z nich nesmie vazit menej ako 250 g. Po uplynuti 24 az 28 hodin sa objavia
reakcie vo forme edémovych opuchov s erytémom s alebo bez nekrézy v bodoch vstreknutia. Velkost
a intenzita reakcii sa meni v zdvislosti od davky. Nesenzibilizované morcatd nevykazuji na podobné vstrek-
nutia Ziadne reakcie.

Testy

pH: pH sa pohybuje od 6,5 do 7,5.
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2.1.4.2.

2.1.4.3.

2.1.4.4.

2.1.4.5.

2.2.

2.2.1.

Fenol: Ak pripravok, ktory sa md preskiimat, obsahuje fenol, jeho koncentracia nie je vyssia ako 5 gfl.

Senzibilizujtici G¢inok: Pouzite skupinu troch morciat, ktoré neboli o3etrené ziadnym materidlom, ktory inter-
feruje s testom. Pri 3 prilezitostiach v intervaloch po piatich dioch vstreknite podkozne do kazdého morcata
davku pripravku, ktory sa md skimat, ekvivalentnd 500 IU v 0,1 ml. 15 az 21 dni po trefom vstreknuti
vstreknite rovnakd dévku (500 1U) do koze tychto zvierat a do kontrolnej skupiny troch mor¢iat s rovnakou
hmotnostou, ktoré predtym nedostali injekcie tuberkulinu. 24 az 28 hodin po poslednych injekcidch reakcie
tychto dvoch skupin nie st podstatne rozdielne.

Toxicita: Pouzite dve morcatd, kazdé s hmotnostou najmenej 250 g, ktoré neboli predtym osetrené Ziadnym
materidlom, ktory interferuje s testom. Vstreknite podkozne do kazdého morcata 0,5 ml pripravku, ktory sa
mds skimat. Zvieratd pozorujte sedem dni. Pocas doby pozorovania sa nevyskytni Ziadne abnormdlne
ucinky.

Sterilita: Je v stlade s testom na sterilitu predpisanym v monografii o Vakcinach urcenych na veterindrne
pouzitie, 4. vydanie, 2002 Eurépskeho liekopisu.

Ucinnost’

Ucinnost Cisteného proteinového derivtu tuberkulinu (bovinného a vtacieho) sa stanovi porovnanim reakcif
dosiahnutych na senzibilizovanych morcatich vniitrokoznym vstreknutim série zriedeni pripravku, ktory sa
mé preskiimat s reakciami dosiahnutymi zndmymi koncentraciami referenc¢ného pripravku cisteného protei-
nového derivétu tuberkulinu (bovinného alebo vtacieho, podla toho, ktory pripadd do tvahy), kalibrovaného
v medzindrodnych jednotkéch.

S cielom testovania Gcinnosti senzibilizujte nie menej ako devit albinskych mordiat, kazdé s hmotnostou
400 g az 600 g, hlbokym intramuskuldrnym vstreknutim 0,0001 mg mokrej masy Zivych M. bovis kmena
ANS5 suspendovaného v 0,5 ml roztoku chloridu sodného R o koncentracii 9 g/l pre bovinny tuberkulin
alebo vhodné dévky inaktivovaného alebo Zzivého M. avium v pripade vticicho tuberkulinu. Najskor Styri
tyZdne po senzibilizacii morciat oholte ich boky tak, aby ste ziskali priestor pre najviac styri injekéné miesta
na kazdej strane. Pripravte zriedenia pripravku, ktory sa md skiimat, a referencného pripravku s pouzitim
fosfitom tlmeného izotonického fyziologického roztoku (pH 6,5 — 7,5) obsahujtceho 0,005 g/l polysorbatu
80 R. Pouzite nie menej ako tri davky referenéného pripravku a nie menej ako tri davky pripravku, ktory sa

25 mm. Zriedenie aplikujte ndhodne na jednotlivé miesta metédou latinskych $tvorcov. Vstreknite kazdu
davku vnuatrokoZne s konstantnym objemom 0,1 ml alebo 0,2 ml. Zmerajte priemery 1ézii po 24 az 28
hodindch a vysledok testu vypocitajte pomocou beznych $tatistickych metdd, pricom sa predpokladd, ze prie-
mery 1ézif st priamo merné logaritmu koncentracie tuberkulinov.

Test nie je platny dovtedy, kym predpokladané limity chyby (P = 0,95) nebud mensie ako 50 % a vicsie
ako 200 % odhadovanej G¢innosti. Odhadovand Gcinnost nie je v pripade bovinného tuberkulinu mensia ako

linu mensia ako 75 % a vicsia ako 133 % deklarovanej tcinnosti. Deklarovand dcinnost nie je mensia ako
20 000 1U/ml pre Ziadny z oboch uvedenych tuberkulinov (bovinny a vtaci).

Skladovanie

Skladujte pri teplote 5 * 3 °C a chrénite pred svetlom.

Etiketovanie

Na etikete je uvedené:
— Gcinnost v medzindrodnych jednotkich na mililiter,
— ndzov a mnozstvo kazdej pridanej latky,

— v pripade lyofilizovanych pripravkov:
— ndzov a objem rekonstrukénej kvapaliny, ktord sa musi prijat,

— pouzitie produktu ndsledne po rekonstrukeii.

SkiSobné postupy

Za tradné vnitrokozné tuberkulinové testy sa uzndvaji nasledujice:
— jednoduchy vnutrokoZny test: tento test si vyZaduje jediné vstreknutie bovinného tuberkulinu,

— porovndvaci vnatrokozny test: tento test si vyZaduje jedno vstreknutie bovinného tuberkulinu a jedno
vstreknutie vtacieho tuberkulinu aplikované stcasne.
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2.2.5.2.

2.2.5.3.
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Dévka vstreknutého tuberkulinu je:
— najmenej 2 000 IU bovinného tuberkulinu,

— najmenej 2 000 IU vtacicho tuberkulinu.
Objem Zziadnej vstreknutej ddvky neprekro¢i hodnotu 0,2 ml.

Tuberkulinové testy sa vykondvaji vstrekovanim tuberkulinu (tuberkulinov) do koze na krku. Miesta vstrek-
nutia sa musia nachddzat na rozhrani medzi prednou a strednou tretinou krku. Pokial sa vstrekuji do toho
istého zvierata, tak vtdci, ako aj bovinny tuberkulin, lokalita vstreknutia vtacich tuberkulinov sa nachddza
priblizne 10 cm od Sije krku a lokalita vstreknutia bovinného tuberkulinu priblizne o 12,5 cm niZsie na linii
prebichajticej paralelne s liniou pleca alebo na inych strandch krku; v pripade mladych zvierat, kde nie je
priestor na dostato¢né oddelenie lokalit na jednej strane krku, jedna injekcia sa aplikuje na kazdej strane krku

v rovnakych lokalitdch v strede strednej tretiny krku.

Technika tuberkulindcie a interpretdcia reakcif je takdto:

Technika:

Lokality vstrekovania sa vystrihaji a ocistia. Prehyb koZe na kazdej ostrihanej ploche sa uchopi medzi
ukazovdk a palec, odmeria sa pomocou posuvnych meradiel a zaznamend sa. Ddvka tuberkulinu sa potom
vstrekne takym sposobom, ktory zabezpedi vnitrokoznt distribiiciu tuberkulinu. MoZe sa pouzit kritka
sterilnd ihla so skosenou hranou smerujicou smerom von, s delenou striekackou naplnenou tuberkulinom
pichnutou $ikmo do hibsich vrstiev koZe. Spravne vstreknutie sa dd potvrdit nahmatanim malého hraskovi-
tého opuchu na kazdej strane vstreknutia. Hriibka zdhybu koZze v kazdom mieste vstreknutia sa opitovne
premeria 72 hodin (+ 4 hodiny) po vstreknuti a zaznamend sa.

Interpretdcia reakcif

Pri interpretdcii reakcii sa vychddza z klinickych pozorovani a zo zaznamenaného ndrastu (ndrastov) hribky
kozného zahybu v miestach vstreknutia 72 hodin po vstreknuti tuberkulinu (tuberkulinov).

a) Negativna reakcia: ak sa pozoruje iba obmedzené opuchnutie so zvicSenim hrabky kozného zdhybu
najviac 2 mm bez klinickych priznakov ako je difdzny alebo extenzivny edém, vypotok, nekrdza, bolest
alebo zdpal lymfatickych kandlikov v danej oblasti alebo lymfatickych uzlin.

b) Nepresved¢ivd reakcia: ak sa nepozoruji ziadne klinické priznaky uvedené v a) alebo ak zvicsenie hribky
kozného zahybu je vicsie ako 2 mm a mensie ako 4 mm.

¢) Pozitivna reakcia: ak sa pozoruja klinické priznaky uvedené v bode a) alebo ak sa v mieste vstreknutia
zaznamend zvacSenie hribky kozného zdhybu 4 mm alebo vicsie.

Interpretdcia Gradnych vnitrokoznych tuberkulinovych testov je takdto:

Jednoduchy vnitrokozny test:
a) pozitivny: pozitivna bovinnd reakcia ako bola definovand v odseku 2.2.5.2 pism. ¢);
b) nepresvedCivy: nepresvedcivé reakcia tak ako bola definovand v odseku 2.2.5.2 pism. b);

¢) negativny: negativna bovinnd reakcia ako bola definovand v odseku 2.2.5.2 pism. a).

Zvieratd reagujlice nepresved¢ivo na jednoduchy vnitrokozny test sa podrobia dalsiemu testu po uplynuti
najmenej 42 dni.

Zvieratd, ktoré nereaguji negativne na tento druhy test, sa povazujd za zvieratd, ktoré reagujli na test pozi-
tivne.

Zvieratd reagujlice pozitivne na jednoduchy vnitrokozny test moZu byt podrobené porovnavaciemu vnttro-
koznému testu vtedy, ak existuje podozrenie na nepravi pozitivnu reakciu alebo interferencni reakciu.

Porovndvaci vnitrokoZny test na potvrdenie a udrzanie $tatdtu stida uradne bez vyskytu tuberkul6zy:

nost klinickych znakov;

b) nepresvedCivy: pozitivna alebo nepresvedcivd bovinnd reakcia, ktord je o 1 aZ 4 mm vicsia ako vtacia
reakcia, a nepritomnost klinickych priznakov;

¢) negativny: negativna bovinnd reakcia alebo pozitivna alebo nepresvedcivd bovinnd reakcia, ktord je viak
rovnakd alebo mensia ako pozitivna alebo nepresved¢ivd vtdcia reakcia a nepritomnost klinickych priz-
nakov v obidvoch pripadoch.

Zvieratd reagujice nepresved¢ivo na porovndvaci vnitrokozny test sa podrobia daldiemu testu po uplynut
najmenej 42 dni. Zvieratd, ktoré nereaguji negativne na tento druhy test, sa povaZuju za zvieratd, ktoré
reagujli na test pozitivne.
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2.2.5.3.3.

2.2.5.3.4.

2.2.5.3.5.

4.1.

4.2.

Statdt stdda Gradne bez vyskytu tuberkulézy moze byt pozastaveny a zvieratdm zo stdda nie je povolené
vsttipit do obchodu vo vniitri spolocenstva dovtedy, kym nebude obnoveny $tatit nasledujticich zvierat:

a) zvieratd, ktoré sa povazovali za reagujiice nepresved¢ivo na jednoduchy vnutrokozny tuberkulinovy test;

b) zvieratd, ktoré sa povazovali za reagujice pozitivne na jednoduchy vnitrokozny tuberkulinovy test, avsak
Cakd ich opakované testovanie formou porovndvacieho vnitrokozného testu;

¢) zvieratd, ktoré sa povazovali za reagujiice nepresvedcivo na porovndvaci vnitrokozny test.

Tam, kde legislativa spolocenstva vyZaduje od zvierat podrobit sa vnitrokoznému testu este pred premiest-
nenim, test sa interpretuje tak, Ze Ziadne zviera, ktoré vykazuje zvy3enie hribky kozného zahybu vicsie ako
2 mm alebo pritomnost klinickych priznakov, sa nezacleni do obchodu vo vntri spolocenstva.

S cielom umoznit preukdzanie maximdlneho poctu infikovanych a chorych zvierat v stdde alebo v urcitom
regiéne mozu clenské staty modifikovat kritérid interpretdcie testu s cielom dosiahnut zlepSent citlivost na
test, pricom vietky nepresvedcivé reakcie uvedené v 2.2.5.3.1 pism. b) a 2.2.5.3.2. pism. b) sa povazuji za
pozitivne reakcie.

DODATOCNE TESTOVANIE

S ciefom umoznit preukdzanie maximdlneho poctu infikovanych a chorych zvierat v stade alebo v ur¢itom
regione, Clenské $tity mozu povolit pouzivanie gama-interferonovej skiisky uvedenej v OIE Prirucke 3tan-
dardov pre diagnostické testy a vakciny, 4. vydanie, 2000, kapitola 2.3.3. (bovinnd tuberkuléza), naviac
k tuberkulinovému testu.

STATNE USTAVY A NARODNE REFERENCNE LABORATORIA
Ulohy a zodpovednost

Stétne Gstavy a referenéné laboratérid zahrnuté v odseku 3.2. st zodpovedné za dradné testovanie tuberku-
linov alebo ¢inidiel zahrnutych v odseku 2 a 3 vo svojich vlastnych stitoch s cielom zabezpecit, aby kazdy
z tychto tuberkulinov alebo ¢inidiel bol adekvétny vzhladom na vyssie uvedené Standardy.

Zoznam S§titnych dstavov a ndrodnych referenénych laboratdrii

1. Germany:

Paul-Ehrlich Institut (PEI), Bundesamt fiir Sera und Impstoffe, D-23207 Langen; Bundesinstitut fiir
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin — Bereich Jena — D-07743 Jena;

2. Belgium:

Institut Scientifique de la Santé Publique — Louis Pasteur, 14 Rue Juliette Wytsman — B 1050 Bruxelles —
Belgique;

3. France:
Laboratoire national des médicaments vétérinaires, Fougeres;
4. Grand Duchy of Luxembourg:
Institute of the supplying country;
5. Italy:
Istituto superiore di sanita, Rome;
6. Netherlands:
Centraal Instituut voor Dierziekte Controle Lelystad (CIDC-Lelystad), Lelystad;
7. Denmark:
Danmarks Veterinarinstitut, Bilowsvej 27, DK-1790 Kebenhavn;
8. Ireland:
Institute of the supplying country;
9. United Kingdom:
Veterinary Laboratory Agency, Addlestone, Weybridge;
10. Greece:

Kévtpo Ktnviatpikdv 18pupdatey, Neandhewg 25, 153 10 Afva;
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11. Spain:
Laboratorio de Sanidad y produccién animal de Granada;
12. Portugal:
Laboratorio Nacional de Investigacdo Veterindria, Lisbon;
13. Austria:
Bundesanstalt fiir veterindrmedizinische Untersuchungen, Modling;
14. Finland:

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

15. Sweden:

Statens veterindrmedicinska anstalt, Uppsala.”



