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RADETS DIREKTIV
av den 14 juni 1988

om indring av direktiv 64/432/EEG i friga om enzootisk bovin leukos och
om upphivande av direktiv 80/1102/EEG

(88/406/EEG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS RAD HAR
ANTAGIT DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska
ekonomiska gemenskapen, sirskilt artikel 43 i detta,

med beaktande av kommissionens férslag(?),
med beaktande av Europaparlamentets yttrande(?),

med beaktande av Ekonomiska och sociala kommitténs

yttrande(3), och
med beaktande av féljande:

En av gemenskapens uppgifter pd veteriniromridet ir att
férbittra hilsotillstindet hos husdjursbestindet och silunda
férbittra djuruppfédningens 16nsamhet.

Det foreligger behov av att forbittra skyddet mot enzootisk
bovin leukos inom gemenskapen. Genom direktiven
77/391/EEG(*) och 78/52/EEG(’) samt genom beslut
87/58/EEG(®) har gemenskapen redan vidtagit dtgirder for
att utrota denna sjukdom.

Sidana itgirder miste bidra till att avskaffa de hinder mot
handeln med levande djur mellan medlemsstaterna som
orsakas av skillnader i halsoliget.

(*) EGT nr C5, 9.1.1988, s. 5.

(3) EGT nr C 49, 22.2.1988, s. 164.
() EGT nr C 80, 28.3.1988, s. 34.
(*) EGT nr L 145, 13.6.1977, 5. 44.
(%) EGT ar L 15, 19.1.1978, 5. 34.
(¢) EGT nr L 24, 27.1.1987, . 51.

I detta syfte infors dtgirder till skydd mot enzootisk bovin
leukos fram till den 31 december 1987 genom ridets direktiv
64/432/EEG av den 26 juni 1964 om djurhilsoproblem som
paverkar handeln med nétkeatur och svin inom
gemenskapen(?), senast indrat genom forordning (EEG)
nr 3805/87(%).

Dessa 4tgirder bor utdkas under beaktande av nya metoder
for att pavisa enzootisk bovin leukos.

Efter en Gvergingsperiod bor de sirbestimmelser upphivas
som faststills genom nuvarande arrangemang f6r linder som
tillimpat nationella program fér att bekimpa denna
sjukdom.

Regler bor faststillas for klassificering av besittningar i friga
om enzootisk bovin leukos.

Medlemsstaterna miste i syfte att klassificera sina
besdttningar tillimpa ett program som innebir att deras
besittningar underkastas ett av de prov for pavisande av
leukos som faststills i bilaga G till direktiv 64/432/EEG.

Med undantag av slaktdjur som ir yngre in 30 manader bér
djur avsedda fér handel inom gemenskapen hirrora frin en
undersokt besittning och ha underkastats ett individuelit
prov.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1
Frin och med den 1 juli 1988 indras direktiv 64/432/EEG p3
féljande sitt:

() EGT nr 121, 29.7.1964, 5. 1977/64.
(%) EGT nr L 357, 19.12.1987, 5. 1.
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. Foljande skall laggas till 1 artike] 2:

“s) besittning som dr fri frin enzootisk bovin lenkos: en
besittning hos vilken

i) inga tecken framkommit, vare sig kliniska eller i
form av resultat av undersékningar utférda i
enlighet med bilaga G, som tyder p3 att nigot fall
av enzootisk bovin leukos intriffat och hos vilken
inte heller nigot sidant fall bekriftats de senaste
tvd aren,

1i) de djur som ir ildre in 24 manader har under de
nirmast foregiende 12 manaderna reagerat
negativt pa tvi prov utférda i enlighet med bilaga
G med minst fyra manaders mellanrum eller, i
friga om en besittning som redan uppfyllt det
kravet, reagerat negativt pd ett enstaka prov som
utforts i enlighet med samma bilaga,

iit) det alltsedan den forsta undersékningen endast
funnits djur som fotts inom besittningen eller
som hirrdr frin en besittning som ir fri frin
enzootisk bovin leukos”.

2. Foljande skall liggas till i artikel 3.2:

“j) Ar det friga om renrasiga nétkreatur, enligt
definitionen i artikel 1 1 direktiv 77/504/EEG, som ir
avsedda uteslutande fér avelsindamal och ir mycket
virdefulla skall de hirrora frin en besittning

1) om vilken inga uppgifter kommit till den officiella
veterinirens kinnedom som givit honom
anledning att dra slutsatsen att nigot fall av
enzootisk bovin leukos intriffat de senaste tvi
iren,

ii) vars agare har forklarat att han inte kinner till
nigra ~sidana omstindigheter och vidare
skriftligen férklarat att det eller de djur som ér
avsedda fér handel inom gemenskapen antingen
ir fédda och uppfédda inom besittningen eller
har tillhért denna under de senaste 12
minaderna”.

3. Foljande skall liggas till i artikel 3.3:

“d) hirrora frin en besittning i vilken det inte férekom-
mit nigra tecken pé enzootisk bovin leukos under de
senaste tvd dren och djuren, om de ir ildre dn 12
ménader, har reagerat negativt pd ett individuellt
prov som utforts i enlighet med bilaga G under de 30
dagarna nirmast fore inlastningen.

Detta prov skall dock inte krivas i friga om
nétkreatur av hankén eller ungtjurar som ir yngre in
30 ménader och ir avsedda for kottproduktion,
forutsatt att sidana djur kan sirskiljas genom ett
speciellt mirke nir de lastas och att medlemsstaterna
vidtar alla dtgirder for att forhindra 6verféring av
smitta till landets egna besattningar”.

4. Foljande skall liggas till i artikel 7.1:

“G. nétkreatur av honkén som ir yngre in 30 minader
och avsedda f6r kéttproduktion vilka trots artikel 3.3
d inte har underkastats nigot individuellt prov.
Sidana djur miste bira ett speciellt mirke. Den
medlemsstat till vilken djuren ir destinerade skall
vidta alla tgirder fér att férhindra &verféring av
smitta till landets egna besittningar”.

. Foljande skall liggas till i artikel 8.2:

“Med sirskild hinsyn till enzootisk bovin leukos och i
friga om sidana djur som avses i artikel 3.2 j. Det stir
medlemsstaterna fritt att, om inte annat féljer av de
allminna bestimmelserna i fordraget, dessutom kriva att
alla djur i den besittning som djuren hirrér ifrdn och som
ir idldre in 24 manader den dag provet utfdrs, under de
senaste 12 minaderna skall ha reagerat negativt pa ett
prov som utforts i enlighet med bilaga G. Sidana
garantier skall dock inte krivas vid inforsel av djur frin en
medlemsstat som, i enlighet med férfarandet i artikel 12,
anses kunna uppvisa tillrickliga garantier vad giller
enzootisk bovin leukos”.

. Foljande artikel skall inféras:

“Artikel 8a

1. Medlemsstater som sedan 1980 har tillimpat ett
obligatoriskt nationellt program f6r utrotning av
enzootisk bovin leukos far stilla som villkor for inférsel
till sitt territorium av nétkreatur fér avel eller produk-
tion och som ar avsedda att inforlivas med
notkreatursbesittningar som inte misstinks ha leukos, att
det foretes ett intyg som utfirdats p4 inlastningsdagen av
en ansvarig officiell veterinir pd itminstone det eller de
sprak som anvinds i destinationslandet, av vilket framgir

a) attveteriniren inte kinner till nigra uppgifter av vilka
han kan dra slutsatsen att nigot fall av enzootisk
bovin leukos intriffat de senaste tre 4ren inom den
besittning frin vilken de hirrér, och att dgaren till
besittningen férklarat att han inte kinner till nigra
sddana omstindigheter och att han vidare skriftligen
forsikrat att det eller de djur som ir avsedda for
handel inom gemenskapen ir fddda och uppfodda
inom besittningen eller har tillhért denna under de
senaste 12 ménaderna,
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b) att under de senaste 12 minaderna alla nétkreatur
som var 6ver 24 ménader gamla den dag provet
utfordes och som ingdr i den besittning frin vilken de
hirrér har reagerat negativt pa ett prov som utforts i
enlighet med bilaga G.

2. I enlighet med forfarandet i artikel 12 stir det frite
for andra medlemsstater in de som avses under punkt 1
att inom sitt territorium tillimpa samma krav eller, i friga
om Storbritannien vad giller Nordirland, om en kampanj
for utrotning av enzootisk bovin leukos pigir dir i
enlighet med beslut 87/58/EEG, eller om det kan bevisas
att det den dag di irendet hinskjutits till Stindiga
veterinirkommittén, det under minst tvi ir dir tillimpats
ett minimiprogram for utrotning, innefattande minst
féljande krav:

— Alla tumérer i notkreaturens organ och lymfatiska
system mdste anmilas och undersékas histologiskt av
ett veterinirt laboratorium som stir under direkt
tillsyn av ett av de laboratorier som uppriknas i
bilaga G.

— Alla nétkreatur i besittningar som haft smittkontake
med ett djur som befunnits lida av leukotiska tumérer
skall underkastas ett prov pd enzootisk bovin leukos,
att undersokas i enlighet med kraven i bilaga G och pd
ett laboratorium som stir under direke tillsyn av ettav
de laboratorier som uppriknas i samima bilaga.

— Inom en besittning i vilken nigot djur har befunnits
lida av en leukotisk tumér och fér vilket diagnosen
enzootisk bovin leukos bekriftats fir infekterade djur
avligsnas endast fér slakt under tillsyn ay de
veterinira rayndigheterna. Besittningen skall std
under fortsatt officiell tillsyn intill dess att den
uppvisat en negativ reaktion pd minst tvi prov som
utférts med minst fyra minaders mellanrum pi alla
djur som ar dldre 4n 24 manader och i enlighet med
kraven i bilaga G vid ett laboratorium som stir under
direkt tillsyn av ett av laboratorierna i bilaga G.

Vad betriffar de ytterligare villkor som kan knytas till
denna utvidgning till varje medlemsstat eller nigon
berord del dirav hinvisas till det beslut som avses i forsta
stycket.”.

8. BilagaF mallI:

a) V:
aa) Foljande skall liggas till efter d:

“e) — De har under de senaste 12 minaderna(®)
eller, om de ir yngre in 12 mdinader,
alltsedan fodelsen tillh6rt en besittning i
vilken under de senaste tre iren(®), sivitt
undertecknad kinner till och enligt vad
igaren forsikrat, inga fall av enzootisk
bovin leukos har diagnosticerats (* 12).

— De hirror frin en besittning inom vilken
det inte fOrekommit nigra tecken
pa enzootisk leukos under de senaste tre
dren (3).

— Samtliga djur som vid under
sokningstillfillet dr ildre 4n 24 manader
har under de senaste 12 minaderna(®)
underkastats(> ?) en undersékning som
befunnits negativ(**) med avseende pi
enzootisk bovin leukos.

— De har inom de foreskrivna 30 dagarna(®)
visat negativ reaktion(>%1!) pi et
individuellt prov(*®) fér pavisande av
enzootisk bovin leukos,

— De ir avsedda fér gédning(> 1*).”
bb)e-i skall betecknas respektive f-j.
b) Féljande skall Liggas till efter fotnot(1°):

“(*') Detta undantag medges endast i friga om
handjur som ir yngre in 30 ménader och
avsedda for godning och férutsatt att djuren
ir forsedda med en sirskiljande mirkning
och underkastas sirskild kontroll i desti-
nationslandet.

(*2) Detta ir onddigt utom i friga om renrasiga
avelsdjur som ir avsedda enbart for
avelsindama3l och som ar mycket virdefulla.

(**) Det individuella provet har utforts i enlighet
med bilaga G till direktiv 64/432/EEG.”.

9. Bilaga G till detta direktiv skall liggas till.

Artikel 2

7. Foljande skall liggas till i slutet av a i bilaga E:
. Frin och med den 1 juli 1990 indras direktiv 64/432/EEG pi
foljande sitt:

“— Enzootisk bovin leukos”. 1. Artikel 3.2 j skall utga.
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2. Artikel 3.3 d skall ersittas med foljande och e—f liggas till:

”d) hirrdra frin en besittning som ir fri frin enzootisk
bovin leukos enligt artikel 2 s,

e) utdver det villkor som anges i d, om de ar ildre dn 12
manader, ha reagerat negativt pd ett individuellt prov
som utforts i enlighet med bilaga G inom 30 dagar
nirmast fore inlastningsdagen,

f): inte vara underkastade kraven under d och e om de ir
yngre in 30 manader och avsedda fér kéttproduktion
om de

i) hirrér frin en besittning inom vilken inget fall av
enzootisk bovin leukos anmilts och bekriftats
under de senaste tvi aren,

i) om de identifierats genom ett sirskilt mirke nir
de lastas och de stir under fortsatt uppsikt tills de
slaktas,

forutsatt att den medlemsstat till vilken de ar
destinerade vidtar alla nédvindiga dtgirder for att
forhindra spridning av smitta till sina inhemska
besittningar.”.

3. Artikel 7.1G skall utga.
4. Artikel 8.2 sista stycket skall utg3.
5. Artikel 8a skall utga.
6. | I mall Ii bilaga F skall
— V e ersittas med foljande:

“e) — De har under de senaste 12 minaderna(®) eller,
om de ir yngre in 12 manader(®), alltsedan
fodelsen tilth6rt en besittning som ar fri frin
enzootisk bovin leukos(? 11),

— De har inom de féreskrivna 30 dagarna(®) visat
negativ reaktion pi ett individuellt prov(*?)
for pavisande av enzootisk bovin leukos(? 1),

— De ir avsedda for gédning(*!).”
— fotnot(!) ersittas med féljande:

“(11) Detta undantag medges endast i friga om
nétkreatur som ir yngre in 30 manader och
avsedda fr godning, férutsatt att djuren

— hirrdr frin en besittning i vilken inget fall av
enzootisk bovin leukos har anmilts och
bekriftats under de senaste tva iren,

— ir forsedda med en sirskiljande mirkning
och underkastas sirskild kontroll i
destinationslandet.”

— fotnot(*?) utgs,

— fotnot(*?) betecknas fotnot(12),

Artikel 3

1. For att {3 ritt ate forklara sina besittningar fria frin
enzootisk bovin leukos skall medlemsstaterna genomfora ett
program enligt vilket deras besittningar underkastas ett av de
prov som anges i bilaga G i direktiv 64/432/EEG.

2. Medlemsstaterna skall minst en ging irligen meddela
kommissionen hur deras program fortskrider och vilka
resultat som uppntts.

Artikel 4

Radet skall p3 férslag av kommissionen fore den 1 januari
1990 faststilla de kriterier enligt vilka en medlemsstats ter-
ritorium eller del dirav skall f3 forklaras fritt frin enzootisk
bovin leukos och de villkor som skall uppstillas for att
garantera att denna status uppritthills, tillsammans med de
regler som skall tillimpas p3 handeln frin regioner eller
medlemsstater som ir fria frin enzootisk bovin leukos.

Artikel 5

Medlemsstaterna skall sitta i kraft de bestimmelser som ir
nddvindiga for ate folja

— artiklarna 1 och 3 senast den 1 juli 1988,
— artikel 2 senast den 1 juli 1990.

De skall utan dréjsmal underritta kommissionen om detta.

Artikel 6

Direktiv 80/1102/EEG(?) skall hirmed upphora att gilla.

Artikel 7
Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.
Utfirdat i Lyxemburg den 14 juni 1988,

Pd rddets vignar
I. KIECHLE
Ordférande

(") EGT nr L 325, 1.12.1980, s. 18.
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BILAGA

“BILAGA G

UNDERSOKNINGAR FOR PAVISANDE AV ENZOOTISK BOVIN LEUKOS

Undersdkningar f6r pavisande av enzootisk bovin leukos skall utféras med hjilp av immunodiffusionsmetoden
under de betingelser som beskrivs under punkterna A och B nedan eller genom ”Elisa® (’the enzyme-linked
immunosorbent assay’) under de betingelser som beskrivs under punkt C nedan. Immuno-diffusionsmetoden fir
endast anvindas for individuella undersdkningar.

Om det finns vilgrundad anledning att ifrigasitta underéékningsresultaten skall en yteerligare kontroll utforas med

hjilp av immuno-diffusionsmetoden.

A. Undersdkning for pavisande av enzootisk bovin leukos genom immuno-diffusion i agargel

1. Det antigen som skall anvindas for denna undersékning miste innehilla glykoproteiner frin det virus som
orsakar bovin leukos. Antigenet maste standardiseras mot ett standardserum (E1-serum) som tillhandhills av
Statens Veterinzre Serumlaboratorium i Képenhamn.

2. De officiella inrittningar som riknas upp nedan miste ansvara for kalibrering av laboratoriets arbets-
standardantigen mot det officiella EEG-standardserum (El-serum) som tillhandahills av Statens Veterinzre

Serumlaboratorium, Képenhamn.
a) Tyskland:

b) Belgien:

¢) Frankrike:

d) Luxemburg:

¢) Italien:

f) Nederlinderna:

g) Danmark:

h) Irland:

i) Storbritannien

1. Storbritannien

2. Nordirland:
) Spanien:

k) Portugal:

Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten de. Tiere, Tiibingen
Institut nationql de recherches vétérinaires, Bruxelles

Laboratoire national de pathologie bovine, Lyon

Istituto Zooprofilattico Sperimentale, Perugia

Centraal Diergeneeskundig Instituut, Afdeling Rotterdam

Statens Veterinzre Serumlaboratorium, Képenhamn

Veterinary Research Laboratory, Abbotstown, Dublin

utom Nordirland: The Central Veterinary Laboratory, Weybridge,
England

The Veterinary Research Laboratory, Stormont, Belfast
Laboratério de Sanidad y Produccion Animal de Barcelona

Labdratorio Nécional de Investigagio Veterindria, Lisboa

3. De standardantigener som anvinds i laboratoriet miste sindas in minst en ging drligen dll de
referenslaboratorier inom EEG som riknas upp under punkt 2 ovan f6r att testas mot det officella EEG-
standardserumet. Bortsett frin denna standardisering kan det anvinda antigenet kalibreras i enlighet med B.

4. Reagenserna for testet skall utgoras av

a) antigen: antigenet miste innehilla specifika glykoproteiner frin det virus som orsakar enzootisk bovin
leukos och som standardiserats mot det officiella EEG-serumet,

b) testserum,
¢) kint positivt kontrollserum,
d) agargel

0,8 % agar,

8,5 % NaCl
0,05 M Tris-buffert pH 7,2.

15 ml av denna agar fors dver till en petriskdl med 85 mm diameter till ett djup av 2,6 mm agar.

5. En testformation bestiende av sju brunnar som befriats frin fuktighet skirs ut i agarn till botten av plattan.
Formationen skall best av en central brunn och sex brunnar i en cirkel runt densamma.

Den centrala brunnens diameter: 4 mm

De perifera brunnarnas diameter: 6 mm

Avstindet mellan den centrala och de perifera brunnarna: 3 mm
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6. Den centrala brunnen fylls med standardantigenet. De perifera brunnarna 1 och 4 (se diagrammet nedan) fylls

med det kinda positiva serumet, brunnarna 2, 3, 5 och 6 med provserum. Brunnarna fylls tills menisken
forsvinner.

1
o]

60O / 02
(o]

sO 03
o)
4

Detta resulterar i folj ande mingder:

Antigen: 32ul
Kontrollserum: 73 ul.
Provserum: 73 ul.

Inkubationen sker vid rumstemperatur (20 — 27 °C) under 72 timmar i en sluten fuktig kammare.

Avlisning av resultatet kan goras efter 24 och 48 timmar, men for slutavlisning kan krivas upp till 72 timmar:

a) Ett provserum ir positivt om det bildar en specifik precipitinlinje med BLV-antigenet och bildar en
fullstindig identitetslinje med kontrollserumet.

b) Ett provserum ir negativt om det inte bildar en specifik precipitinlinje med BLV-serumet och om det inte
béjer av kontrollserumets linje.

c) Reaktionen kan inte anses bedémbar om den

i) bojer av kontrollserumets linje mot BLV-antigenbrunnen utan att bilda en synlig precipitinlinje med
antigenet, eller . _

ii) varken kan avlisas som negativ eller positiv.

Vid icke bedombara reaktioner kan testet upprepas med anvindning av koncentrerat serum.

B. Metod for standardisering av antigen

Lésningar och material for undersokningen:

1.
2.

40 ml 1,6 % agaros i 0,05 M Tris/HCl-buffert, pH 7,2 med 8,5 % NaCl.

15 ml bovint leukos-serum med antikroppar enbart mot glykoproteiner frin bovint leukosvirus, spitt 1:10 i
0,05 M Tris/HCl-buffert, pH 7,2, med 8,5 % NaCl.

. 15 ml bovint leukos-serum med antikroppar enbart mot glykoproteiner frin bovint leukosvirus, spatt 1:5 1

0,05 M Tris/HCl-buffert, pH 7,2, med 8,5 % NaCl

4. Fyra petriskilar av plast med en diameter av 85 mm.
. En stans med en diameter av 4 — 6 mm.

4
5
6.
7
8

Ett referensantigen.

. Det antigen som skall standardiseras.

. Ett vattenbad (56 °C).

Utforande

Agarosen (1,6 %) 16ses 1 Tris/HCl-buffert genom forsiktig uppvirmning till 100 °C och placeras i vattenbad med
en temperatur av 56 °C under ca en timme. Aven serumspidningarna av bovint leukos-serum placeras i
vattenbad med en temperatur av 56 °C.

Hirefter blandas 15 ml av agarosldsningen med en temperatur av 56 °C med 15 ml bovint leukos-serum (1:10)
och 15 m| &verfors efter snabb omskakning till var och en av tv3 petriskilar.

Forfarandet upprepas med bovint leukos-serum spite 1:5.

Nir agarosen stelnat gors hal i enlighet med foljande:
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petriskal nr 2

petriskdl nr 1
__Serum 1:10

serum 1:10

peiriskdl nr 4

pelriskal nr 3 serum 1.5

serum 1.5

Tillsats av antigen:

I. Petriskilar nr 1 och 3
brunn A = outspitt referensantigen,
brunn B = referensantigen i spidning 1:2,
brunnarna C och E = referensantigen,
brunn D = outspitt provantigen.

II. Petriskilar 2 och 4

brunn A = outspitt provantigen,
brunn B = provantigen i spadning 1:2,
brunn C = provantigen i spadning 1:4,

brunn D = provantigen i spidning 1:8.
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Ovriga anvisningar:
1. Forsoket utfores med tva serumspidningar (1:5 och 1:10) f6r att optimal precipitering skall uppnis.
2. Om precipitationsdiametern blir alltfér liten med bida spidningarna, miste serumet spidas ytterligare.

3. Om precipitationsdiametern i bida spidningarna ir alltfér stor och svag, méste en ligre serumspidning
- viljas.

4. Agarosens slutkoncentration méste vara 0,8 %, for serumspidningarna 5 % respektive 10 %.

5. De uppmitta diametrarna ritas in i nedanstiende koordinatsystem. Spidningarna av provantigenet med
samma diameter som referensantigenet svarar mot arbetsspidningen.

Diagram
.mm 1‘
13 —
12 =
1 -
10,
>
8§ -
7 —
6 -
§ -
& o=
3 -
2 -
l —
AN 12 1:3 AR 1_‘5 A -

Spadningar av antigener
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C. Elisa (enzyme-linked immunosorbent assay) for enzootisk bovin leukos
1. For denna Elisa-metod anvinds féljande material och reagenser:
a) Mikroplattor fér fast fas, kyvetter eller valfri fast fas.

b) Antigenet binds till den fasta fasen med eller utan hjilp av polyklonala eller monoklonala fistande antikroppar. Om man l3ter antigenet
direkt beklida den fasta fasen miste alla undersékta prover som ger positiva reaktioner undersékas pa nytt mot kontrollantigenet.
Kontrollantigenet mdste vara identiskt med antigenet utom vad giller BLV-antigenerna. Om den fasta fasen 6verdras med fistande
antikroppar, fir antikropparna inte reagera med andra antigener in BLV-antigenerna.

¢) Den biologiska vitska som skall undersokas (serum eller mjélk).
d) En positiv och en negativ kontroll.

e) Ett konjugat -ett anti-bovint immunglobulin som biotinylerats eller enzymkonjugerats eller ett anti-BLV-immunglobulin som
biotinylerats eller enzymkonjugerats.

f) Avidin -ett enzym for styrkebestimning med hjilp av biotinylerade immunglobulinpreparat.
g) Ett substrat som limpar sig fér det anvinda enzymet. /
h) En stopplosning.
i) Buffrade l6sningar for spidning av de prover som skall undersokas, fér beredning av reagensen och fér tvittning,
j) Ett avlisningssystem med limpliga filter som svarar mot de anvinda substraten.
2. Standardisering, testens kinslighet

Kinsligheten for Elisa-bestimningen méste ligga pa en sidan nivi att E4-serum beddms som positivt efter 10 ginger (serumprov) eller 250
ginger (mj6lkprov) hégre utspidning dn den utspiadning som kommer i friga for individuella prov nir dessa ingér i sammanslagna prov.

Vid bestimningar dir prov (serum eller mjolk) undersoks individuellt miste E4-serum som spitts 1:10 (i negativt serum) eller 1:250 (i
negativ mj6lk) ge upphov till en som positiv beddmd reaktion nir det undersdks vid samma spidningar som kommer i friga for de
individuella prov som ir foremal fér undersdkning.

E4-serum tillhandahills av Statens Veterinzre Serumlaboratorium, Képenhamn.
3. Betingelser for anvindning av Elisa-metoden

Elisa-metoden kan anvindas pi ett mjdlkprov som tagits frin den mjlk som har samlats upp frin en gird med minst 30 % mjolkkor.
Provet maste tas frin mjolk som produceras av firre dn 50 kor och frin ett vasslakoncentrat av uppsamlad mjélk om denna kommer frin
20 till hégst 50 kor. Kommer den uppsamlade mjélken fran fler dn 50 kor skall antalet prover 6kas i motsvarande man.

Elisa-metoden fir ocks3 anvindas pi ett blodprov som tagits frin hégst 50 djur.

Om nigot av de ovannimnda alternativen viljs méste itgirder vidtas fSr att sikerstilla att de prov som tagits kan identifieras och relateras
till de djur vilkas mjélk respektive serumprov varit féremal for undersékning.

Om nigot av proven bedoms som positivt, miste besittningen sti under fortsatt officiell tillsyn tills ett negativt resultat noterats vid minst
tvd individuella unders6kningar som utfrts med minst fyra minaders mellanrum pé samtliga djur som ir mer in sex minader gamla, i
enlighet med vad som féreskrivits ovan, och i ett laboratorium som stir under direkt tillsyn av ett av de laboratorier som uppriknas under
punkt A.” _—



