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ROZHODNUTIE KOMISIE
z 21. februdra 2002,

ktorym sa meni a dopliia priloha D smernice Rady 90/426/EHS v oblasti diagnostickych skiiSok
na africky mor koni

(ozndmené pod cislom dokumentu C(2002) 556)

(Text s vyznamom pre EHP)

(2002/160/ES)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretefom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady 90/426/EHS z 26. jina 1990
o zdravotnych podmienkach zvierat, ktord upravuje pohyb
a dovoz koni z tretich krajin ('), naposledy zmenend a dopl-
nent rozhodnutim 2001/298ES (%), najmd na jej clanok 23,

kedze:

(1)  priloha D k smernici 90/426/EHS opisuje doplnkovy
fixa¢ny test, ktory sa vykondva pri diagnostike afrického
moru koni;

(2) v novembri 2000 referenéné laboratérium spolocenstva
v Algete v Spanielsku zorganizovalo vyro¢né stretnutie
narodnych referenénych laboratérii ¢lenskych stitov EU
pre africky mor koni. Pocas tohto stretnutia sa prezen-
toval vedecky dokaz o tom, Ze doplnkovy fixacny test,
ktory je vstcasnosti opisany v prilohe D k smernici
90/426/EHS, ma vdzne nedostatky predovietkym preto,
lebo je vhodny len na zistovanie protilatok po poslednej
infekcii alebo vakcindcii. Okrem toho sa tento test
v praxi nahrddza modernymi skiskami ELISA v takmer
vetkych laboratériach v spolocenstve a tiez vo vicsine
krajin vyvozu;

(3)  medzindrodne uznané laboratérne skisky na zistovanie
protildtok proti virusu afrického moru koni st opisané
v Manudli noriem pre diagnostické skiisky a vakciny ()

(') U. v. ES L 224, 18.8.1990, s. 42.
() U. v. ES L 102, 12.4.2001, s. 63.
(’) Kapitola 2.1.11., §tvrté vydanie 2000.

Medzindrodného epizootického dradu (OIE); aktudlne
vydanie vSak uvddza len jednu z moznych skusok
ELISA;

(4  preto je vhodné zmenit alebo doplnit prilohu D k smer-
nici 90/426/EHS tak, aby zohladniovala technicky vyvoj
a medzindrodne uznané normy;

(5) opatrenia v tomto rozhodnuti st v siilade so stanovi-
skom Staleho veterindrneho vyboru,

PRIJALA TOTO ROZHODNUTIE:

Cldnok 1

Priloha D k smernici 90/426/EHS sa nahrddza prilohou
k tomuto rozhodnutiu.

Cldnok 2

Toto rozhodnutie je adresované ¢lenskym $tatom.

V Bruseli 21. februdra 2002

Za Komisiu
David BYRNE

clen Komisie
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PRILOHA

,PRILOHA D

AFRICKY MOR KONI{
DIAGNOZA

Uvedené reagenty na metédu ELISA je mozné ziskat z referen¢ného laboratéria Eurépskeho spolocenstva alebo z refe-
ren¢ného laboratéria OIE pre africky mor koni.

1. KONKURENCNA ELISA NA ZISTOVANIE PROTILATOK PROTI VIRUSU AFRICKEHO MORU KONI (AHSV) (PRED-

PISANA SKUSKA)

Konkuren¢nd ELISA sa pouziva na zistovanie 3pecifickych protilitok AHSV v sére z ktoréhokolvek druhu koni.
Sirokospektrélne polyklondlne imtnne anti-AHSV morcacie sérum (dalej morcacie antisérum) je $pecifickou sérosku-
pinou a je schopné zistit vSetky zndme sérotypy virusu AHS.

Principom skasky je preruSenie reakcie medzi antigénom AHSV a morcacim antisérom vzorkou testovaného séra.
Protilitky AHSV vo vzorke séra budd konkurovat tym v morcacom antisére, coho vysledkom je zniZenie ocakdva-
ného sfarbenia (po pridani enzymom oznacenej anti-morcacej protilitky a substritu). Sérum sa moze vySetrit
v jedinom roztoku 1:5 (metdda kvapkovej skisky) alebo sa moze titrovat (metdda titrcie séra) s cielom stanovenia
koncovych bodov riedenia. Inhibicné hodnoty vyssie nez 50 % je mozné povazovat za pozitivne.

Nizsie opisany protokol sa pouziva v regiondlnom referenénom laboratériu pre africky mor koni v meste Pirbright
v Spojenom krélovstve.

1.1.  Postup skasky

1.1.1.  Priprava platniciek

1.1.1.1. Platnicky ELISA pokryte antigénom AHSV extrahovanym z infikovanych bunkovych kultir a zrie-
denym v tlmiacom karbondtovom/bikarbondtovom roztoku, pH 9,6. Inkubujte platnicky ELISA cez
noc pri 4 °C.

1.1.1.2. Platnicky trikrdt premyte fosfitovym tlmivym solnym roztokom (PBS), pH 7,2 aZ 7,4 pH a vysuste
na savom papieri.
1.1.2.  Kontrolné jamky

1.1.2.1. V prvom stlpci titrujte pozitivne kontrolné séra v dvojnasobnych riedeniach od 1:5 az do 1:640
v blokujicom tlmivom roztoku (PBS obsahujiice 0,05 % (v[v) Tween-20, 5,0 % (w[v) suseného
odstredeného mlieka (Cadbury’s Marvel™) a 1 % (v/v) séra dospelého hovidzieho dobytka) na
ziskanie kone¢ného objemu 50 plfjamka.

1.1.2.2. Pridajte 50 pl na jamku negativneho kontrolného séra zriedeného na 1:5 (10 ul sérum + 40yl bloku-
juceho tlmivého roztoku) do jamiek A a B stlpca 2.

1.1.2.3. Pridajte 100 pl na jamku blokujtceho tlmivého roztoku do jamiek C a D stlpca 2 (prazdny).
1.1.2.4. Pridajte 50 pl blokujticeho tlmivého roztoku do jamiek E, F, G a H stlpca 2 (kontrolné morcacie
sérum).

1.1.3.  Metéda kvapkovej skiisky

1.1.3.1. Pridajte z kazdého testovaného séra riedeného 1:5 v blokujicom tlmivom roztoku do dvoch jamiek
stlpcov 3 az 12 (10 pl séra + 40 pl blokujiiceho tlmivého roztoku).

alebo

1.1.4.  Metdda titrdcie séra

1.1.4.1. Pripravte dvojndsobné riedenia z kazdej vzorky (od 1:5 az do 1:640) v blokujicom tmivom roztoku
cez osem jamiek jednotlivych stlpcov (3 az 12),

potom

1.1.5.  Pridajte 50 pul morcacicho antiséra rozpusteného v blokujicom tlmivom roztoku do vietkych jamiek
platnicky ELISA okrem prézdnych (vSetky jamky teraz obsahujii kone¢ny objem 100 pl).

1.1.5.1. Inkubujte 1 hodinu pri teplote 37 °C na orbitdlnej trepacke.

1.1.5.2. Platnicky trikrdt premyte a vysuste ako predtym.
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1.1.5.3. Do kazdej jamky pridajte 50 pl krdlicicho anti-morcacieho chrenového peroxiddzového konjugdtu
(HRP) riedeného v blokujicom tlmivom roztoku.

1.1.5.4. Inkubujte 1 hodinu pri teplote 37 °C na orbitdlnej trepacke.

1.1.5.5. Platnicky trikrdt opldchnite a vysuste ako predtym.

1.1.6.  Chromogén

Tesne pred pouzitim pripravte chromogénovy roztok OPD (OPD = orto-fenyldiamin) podla ndvodu
vyrobcov (0,4 mg/ml v sterilnej destilovanej vode). Pridajte substrdt (peroxid vodika = H,0,), aby ste
dostali konecnt koncentraciu 0,05 % (v[v) (1 v 2000 30 % roztoku H,0,). Pridajte 50ul roztoku
OPD do kazdej jamky a ponechajte platnicky na stole asi 10 mindt pri izbovej teplote. Zastavte
reakciu pridanim 50 pl 1 M kyseliny sirovej (H,SO,) do kazdej jamky.

1.1.7.  Odcitanie

Odcitajte spektrofotometricky pri 492 nm.

1.2. Interpreticia vysledkov

1.2.1. Pomocou pocitatového programu urcite hodnoty optickej hustoty (OD) a percentudlnej inhibicie
problematickych sér a kontrolnych sér na zdklade strednej hodnoty, ktord sa zaznamenala v Styroch
kontrolnych jamkach obsahujicich sérum morcata. Udaje vyjadrené ako hodnoty OD a PI sa pouziji
na stanovenie toho, ¢i sa skaska vykonala v prijatelnom rozmedzi. Horné kontrolné hodnoty (UCL)
a dolné kontrolné hodnoty (LCL) kontrolnych sér morcata sa pohybuji medzi hodnotami OD 1,4
a 0,4 v uvedenom poradi. Koncovym riedenim pri pozitivnej skiske zalozenej na 50 % PI by mal byt
1:240 (v rdmci intervalu od 1:120 do 1:480). Kazdd platnicka, pri ktorej sa ukdze, Ze nevyhovuje

1:80 a skaisobné vzorky st stdle negativne, potom je mozné negativne skiiSobné vzorky akceptovat.

Dvojice jamiek s negativnym kontrolnym sérom a dvojice prazdnych jamiek by mali zaznamenat
hodnoty PI medzi + 25 % a — 25 % a medzi + 95 % a + 105 %. Chyba v rdmci tychto limitov
neznamend, Ze je vysledok nespravny, ale vyjadruje, Ze sa podkladova farba vyvija.

1.2.2. Diagnostickou medznou hodnotou (hodnota cut-off) pri skisobnych sérach je 50 % (PI 50 %). Vzorky,
pri ktorych sa zaznamenali hodnoty PI vdcsie nez 50 %, st pozitivne. Vzorky, pri ktorych sa zazname-
nali hodnoty PI niZsie nez 50 %, st zaznamenané ako negativne.

Vzorky, ktoré v dvojiciach jamiek zaznamendvaji hodnoty PI nad alebo pod medznou hodnotou, sa
povazuji za nejednozna¢né. Takého vzorky je mozné opidtovne podrobit kvapkovej skiiske alebo
titrdcii. Pozitivne vzorky je mozné tieZ titrovat na stanovenie stupiia pozitivity.

Nékres kvapkovej skasky

1 2 3‘4‘5|6|7 8|9|10‘11‘12
+ ve cont skiisobné séra
A 1:5 - ve cont. 31 | 32 | 33| 34 | 35| 36 | 37 | 38 | 39 | 40
B 1:10 - ve cont. 31 | 32 | 33| 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40
C 1:20 slepy
D 1:40 slepy
E 1:80 GP cont.
F 1:160 GP cont.
G 1:320 GP cont. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
H 1:640 GP cont. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-vecont = negativna kontrola
+vecont = pozitivna kontrola

GP cont = kontrolné morcacie sérum
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Skiidobné séra

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
+ ve cont skasobné séra
A 1:5 - ve cont. 1:5 1:5
B 1:10 — ve cont. 1:10 1:10
C 1:20 slepy 1:20 1:20
D 1:40 slepy 1:40 1:40
E 1:80 GP cont. 1:80 1:80
F 1:160 GP cont. 1:160 1:160
G 1:320 GP cont. 1:320 1:320
H 1:640 GP cont. 1:640 1:640
-vecont = negativna kontrola
+vecont = pozitivna kontrola
GP cont = kontrolné morcacie sérum

2. NEPRIAMA ELISA PRE ZISTOVANIE PROTILATOK PROTI VIRUSU AFRICKEHO MORU KONI (AHSV)
(PREDPISANA SKUSKA)

Opisand skuiska je v sdlade so skaskou opisanou v kapitole 2.1.11. Manudlu noriem pre diagnostické skisky a vakciny
OIE, $tvrté vydanie, 2000.

Na stanovenie protilatok proti virusu AHS sa ako antigén pouzije rekombinantny VP7 protein s vysokym indexom
citlivosti a osobitosti. Vyhodou je aj jeho stabilita a neinfekénost.

2.1. Postup skasky

2.1.1.  Fdza tuhosti

2.1.1.1. Platnicky ELISA pokryte rekombinantnym AHSV-4 VP7 rozpustenym v karbondtovom/bikarbond-
tovom tlmivom roztoku, pH 9,6. Platnicky inkubujte cez noc pri teplote 4 °C.

2.1.1.2. Platni¢ky opldchnite patkrdt destilovanou vodou obsahujticou 0,01 % (v/v) Tween 20 (Cistiaci roztok).
Na odstranenie zvy$nej vody platnicky jemne pritlacte na savy materidl.

2.1.1.3. Platnicky blokujte fosfitovym slanym tlmivym roztokom (PBS) + 5 % (w/v) odstredeného mlieka
(sudené odstredené mlieko Nestlé™), 200 plfjamka 1 hodinu pri teplote 37 °C.

2.1.1.4. Odstrante blokujtici roztok a jemne pritlacte platnicky na savy materidl.

2.1.2.  SkuSobné vzorky

2.1.2.1. Testované vzorky séra, pozitivne a negativne kontrolné séra sa rozpustia 1:25 v PBS + 5 % (w/v)
odstredeného mlieka + 0,05 % (v/v) Tween 20, 100 plfjamka. Inkubujte 1 hodinu pri teplote 37 °C.

Pri titrdcii urobte dvojndsobné riedenie 1:25 (100 plfjamka), jedno sérum na jeden stlpec platnicky
a to isté vykonajte s pozitivnou a negativnou kontrolou. Inkubujte 1 hodinu pri teplote 37 °C.

2.1.2.2. Platnicky premyte tak, ako je to opisané v bode 2.1.1.2.

2.1.3.  Konjugdcia

2.1.3.1. Dajte 100 plfjamka chrenovej peroxiddzy (HRP) konjugovanej s anti-konskym gama-globulinom
rozpustenym v PBS + 5 % mlieku + 0,05 % Tween 20, pH 7,2. Inkubujte 1 hodinu pri teplote
37 °C.

2.1.3.2. Platnicky premyte tak, ako je to opisané v bode 2.1.1.2.
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2.1.4.  Chromogén/substrdt

2.1.4.1. Pridajte 200 plfjamku chromogénového/substrtového roztoku (10 ml 80,6 mM DMAB (dimetyl
aminobenzaldehyd) + 10 ml 1,56 mM MBTH (3-metyl-2-benzo-tiazolin hydrazon hydrochlorid)
+ 5 ul H,0,)
Vyvoldvanie farby sa zastavi pridanim 50 pl 3N H,SO, po priblizne 5 az 10 mindtach (predtym, ako
sa za¢ne sfarbovat negativna kontrola).
Tiez je mozné pouzit aj iné chromogény ako ABTS (2,2-Azino-bis-[3-etylbenzotiazolin-6- kyselina
sulfonovd], TMB (tetrametyl benzidin) alebo OPD (orto-fenyldiamin).

2.1.4.2. Odcitajte pri 600 nm (alebo 620 nm).

2.2.  Interpreticia vysledkov

2.2.1. Vypocitajte medzni hodnotu pripocitanim 0,6 k hodnote negativnej kontroly (0,6 je Standardnd
odchylka odvodend zo skupiny 30 negativnych sér).

2.2.2. Skasobné vzorky, uvddzajiice absorpéné hodnoty nizsie nez je medznd hodnota, sa povazujii za nega-
tivne.

2.2.3. Skasobné vzorky, uvddzajiice absorpéné hodnoty vyssie nez je medznd hodnota + 0,15 sa povazuji
za pozitivne.

2.2.4. Skasobné vzorky, uvddzajice prostredné absorpéné hodnoty, sti nerozhodné a na potvrdenie vysledku
je potrebné pouzit inti metddu.

3. BLOKUJUCA ELISA NA ZISTOVANIE PROTILATOK PROTI VIRUSU AFRICKEHO MORU KONI (AHSV)
(PREDPISANA SKUSKA)

Blokujtica ELISA je urcend na zistovanie Specifickych protilitok AHSV v sérach roznych vnimavych druhov. VP7 je
najvyznamnej$im antigénovym virusovym proteinom AHSV a zachovdva sa v rdmci deviatich sérotypov. Kedze
monoklondlna protildtka (Mab) je tieZ namierend proti VP7, dand skiska poskytne vysokd hladinu citlivosti a osobi-
tosti. Rekombinantny VP7 antigén je Gplne neskodny, a preto zarucuje vysoky stupeil bezpecnosti.

Principom skusky je prerusenie reakcie medzi rekombinantnym VP7 ako antigénom naviazanym na platnicku ELISA
a konjugovanou Mab $pecifickou pre VP7. Protildtka v skiiSobnom sére zablokuje reakciu medzi antigénom a Mab,
o vyusti do zniZenia zafarbenia.

Opisand skaska sa vykondva v referencnom laboratériu Eurépskeho spolocenstva pre mor koni v Algete
v Spanielsku.

3.1.

Postup skasky

3.1.1.1.

3.1.1.2.

3.1.1.3.

3.1.2.1.

3.1.2.2.

Platnicky ELISA

Pokryte platnicky ELISA rekombinantom AHSV-4 VP7 rozpustenym v karbondtovom/bikarbond-
tovom tlmivom roztoku, pH 9,6. Inkubujte cez noc pri teplote 4 °C.

Platnicky patkrat premyte vo fosfitovom solnom tlmivom roztoku (PBS) obsahujicom 0,05 % (v/v)
Tween 20 (PBST).

Stabilizujte platnicku stabilizujicim roztokom (aby sa umoznilo dlhodobé skladovanie pri teplote
4 °C bez straty ¢innosti) a ususte savym materidlom.
Skiisobné vzorky a kontroly

Na preverenie: rozpustite skisobné séra a kontroly 1:10 priamo na platni¢ke v PBST na dosiah-
nutie kone¢ného objemu 100 plfjamka. Inkubujte hodinu pri teplote 37 °C.

Na titrdciu: pripravte  dvojndsobné riedenia skaSobnych sér a pozitivnych kontrol
(100 plfjamka) od 1:10 do 1:1 280 cez osem jamiek. Skuska negativnej kontroly
prebieha v roztoku 1:10.
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3.1.3.  Konjugdcia
Pridajte 50 pl/jamka riedeného Mab (monoklondlne protiltky $pecifické pre VP7) konjugovanou
s chrenovou peroxiddzou (HRP) do kazdej jamky a jemne premiesajte, aby sa zaistila homogénnost.
Inkubujte 30 mindt pri teplote 37 °C.

3.1.4. Platnicky premyte patkrdt s PBST a ususte tak, ako je to opisané vyssie.

3.1.5.  Chromogén/substrdt
Pridajte 100 plfjamka chromogénového/substritového roztoku (1 ml ABTS (2,2-Azino-bis-[3-etyl-
benzotiazolin-6-kyselina sulfénovd]) 5 mg/ml + 9 ml substritového tlmivého roztoku (0,1 M fosfa-
tového citritu pH 4 obsahujici 0,03 % H,0,) a inkubujte 10 mindt pri izbovej teplote. Vyvoj farby
sa zastavi pridanim 100 plfjamka 2 % (w/v) SDS (dodecyl sulfit sodny).

3.1.6.  Odcitanie
Odgitajte pri 405 nm v snimaci ELISA.

3.2. Interpreticia vysledkov

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Potvrdenie skiisky

Skuska je platnd, ak je optickd hustota (OD) negativnej kontroly (NC) vyssia nez 1,0 a OD pozitivnej
kontroly (PC) niZsia nez 0,2.

Vypocet medznej hodnoty

NC - [(NC - PC) x 0,3]
Negativna medznd hodnota = NC - [(NC - PC) x 0,2]
kde NC je OD negativnej kontroly a PC je OD pozitivnej kontroly.

Pozitivna medznéd hodnota

Interpretdcia vysledkov

Vzorky s OD niZ$im neZ je pozitivna medznd hodnota, by sa mali povaZovat za pozitivne k proti-
latkam AHSV.

Vzorky s OD vy$sim neZ negativna medznd hodnota by sa mali povaZovat za negativne k proti-
latkam AHSV.

Vzorky s OD medzi tymito dvoma hodnotami by sa mali povazovat za nejednoznacné a zvieratim
by sa mali odobrat vzorky znovu po dvoch az troch tyzdinoch.



