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KOMMISSIONENS BESLUT
av den 10 december 2008

om indring av bilaga C till ridets direktiv 64/432/EEG och beslut 2004/226/EG om diagnostiska test
for bovin brucellos

[delgivet med nr K(2008) 7642]
(Text av betydelse for EES)

(2008/984/EG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DETTA BESLUT

med beaktande av fordraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av radets direktiv 64/432/EEG av den 26 juni
1964 om djurhdlsoproblem som péverkar handeln med not-
kreatur och svin inom gemenskapen ('), sirskilt artiklarna 6.2
b och 16.1 andra stycket, och

av foljande skal:

[ bilaga C till direktiv 64/432/EEG anges de metoder f6r
diagnos av bovin brucellos som ska anvindas for be-
kdmpning och utrotning av den sjukdomen och for kon-
troll och uppfoljning samt dven for att trygga att besitt-
ningar dr och forblir brucellosfria och utfirda de intyg pa
notkreatur som kravs for handeln inom EU.

Genom kommissionens beslut 2004/226/EG av den
4 mars 2004 om godkidnnande av test for pavisande
av antikroppar mot bovin brucellos enligt rddets direktiv
64/432[EEG (?) godkdnns vissa test for bovin brucellos
som far anvindas som alternativ till det obligatoriska
serumagglutinationstestet (SAT) for att utfirda intyg for
notkreatur enligt artikel 6.2 b i direktiv 64/432/EEG.

Fluorescenspolarisationstest ar ett nytt diagnostest som
anges som foreskrivet test for internationell handel i ka-
pitel 2.4.3 (bovin brucellos) i OIE:s (Virldsorganisationen
for djurens halsa) Manual of Diagnostic Tests and Vaccines
for Terrestrial Animals, sjitte utgdvan, 2008.

Kommissionen bad Efsa (Europeiska myndigheten for
livsmedelssakerhet) om ett vetenskapligt utlitande om
det lampliga i att komplettera bilaga C till direktiv
64/432/EEG med fluorescenspolarisationstestet.

() EGT 121, 29.7.1964, s. 1977/64.
() EUT L 68, 6.3.2004, s. 36.

)

(11)

Samtidigt bad kommissionen Efsa att bedoma om fluo-
rescenspolarisationstestet och de test som fortecknas i
artikel 1 i beslut 2004/226/EG passar som underlag for
att utfirda intyg pa notkreatur for handeln inom EU.

Den 11 december 2006 antog panelen for djurs hilsa
och vilbefinnande ett vetenskapligt yttrande om metoder
for diagnos av brucellos hos notkreatur (%) dar slutsatsen
ar att de diagnostest, med undantag for SAT, for bovin
brucellos som beskrivs i bilaga C till direktiv 64/432[EEG
passar som standardtest for att utfirda intyg pé enskilda
noétkreatur for handeln inom EU.

Men eftersom SAT dr det transportforegdende test pd
siljboskap som foreskrivs i artikel 6.2 b i direktiv
64/432[EEG madste en teknisk specifikation finnas i bilaga
C till det direktivet.

I det vetenskapliga yttrandet av den 11 december 2006
dras vidare slutsatsen att fluorescenspolarisationstestet ar
lika kinsligt och specifikt som testen i bilaga C till direk-
tiv 64/432[EEG och dirmed uppfyller kraven for att upp-
tas 1 den bilagan som standardtest for diagnos av brucel-
los hos djur i handeln inom EU.

De nya metoder grundade pd polymeraskedjereaktion
som beskrivs i avsnitt 1 d i kapitel 2.4.3 i OIE:s Manual
of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, sjitte
utgdvan, 2008, ger extra mojligheter att pavisa och fast-
stilla forekomst av Brucella spp och bor dirfor inkluderas
i bilaga C till direktiv 64/432/EEG.

Bilaga C till direktiv 64/432/EEG och beslut
2004/226/EG bor dirfor dndras i enlighet med detta.

De édtgirder som foreskrivs i detta beslut dr forenliga med
yttrandet fran stindiga kommittén for livsmedelskedjan

och djurhilsa.

() http://www.efsa.ecuropa.eu/EFSA[efsa_locale-

1178620753812_1178620772731.htm
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HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE. som utfors i enlighet med vad som anges i bilaga C till
direktiv 64/432[EEG godkidnns hirmed som underlag for in-
tyg.”

Artikel 1 e

Bilaga C till direktiv 64/432/EEG ska ersittas med bilagan till Artikel 3

det har beslutet. Detta beslut riktar sig till medlemsstaterna.
Attikel 2

fardat i 1 1 2008.
Artikel 1 i beslut 2004/226EG ska ersittas med foljande: Utférdat i Bryssel den 10 december 2008

"Artikel 1 Pd kommissionens vignar

Komplementbindningstest, buffrade Brucella-antigentest (rose Androulla VASSILIOU
bengal-test, RBT), Elisa-test och fluorescenspolarisationstest Ledamot av kommissionen
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BILAGA

1. I bilaga C till direktiv 64/432[EEG ska punkterna 1, 2 och 3 ersittas med foljande:

2.1
2.1.1

"BILAGA C

BRUCELLOS

IDENTIFIERING AV AGENSEN

Pavisande av organismer av brucella-morfologi i abortmaterial, vaginalt sekret eller mjolk genom modifierad
syrafast eller immunspecifik fargning utgor en sannolik diagnos for brucellos, sirskilt om den stods av
serologiska test. Metoder baserade pa polymeraskedjereaktion (PCR) ger extra mojligheter till upptackt.

Om det gér ska Brucella spp isoleras genom odling péd vanliga eller selektiva medier av uterussekret, aborterade
foster, juversekret eller valda vivnader, t.ex. lymfknutor och fortplantningsorgan frdn hane eller hona.

Efter isolering ska art och biovar identifieras genom fagolys och/eller oxidativa dmnesomsittningstest och
enligt kulturella, biokemiska och serologiska kriterier. PCR-teknik baserad pd sirskilda gensekvenser kan
anvindas som komplement och for biotypbestimning.

De tekniska metoder och hjilpmedel som anvinds, standardiseringen av dessa metoder och hjilpmedel samt
tolkningen av resultaten ska motsvara kraven i OIE:s Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals, sjitte utgdvan, 2008, kapitel 2.4.3 (brucellos hos notkreatur), kapitel 2.7.2 (brucellos hos fir och
getter) och kapitel 2.8.5 (brucellos hos grisar).

IMMUNOLOGISKA TESTER
Standarder

Vid beredningen av samtliga antigener som anvinds i rose bengal-testet (RBT), serumagglutinationstestet
(SAT), komplementbindningstestet (CFT) och mjolkringtestet (MRT) ska Brucella abortus biovar 1 Weybridge
stam nr 99 eller USDA stam 1119-3 anvindas.

Standardreferensserum for RBT, SAT, CFT och MRT ska vara OIE:s internationella referensstandardserum
(OIEISS), tidigare kallat WHO:s andra internationella anti-Brucella abortus-serum (ISADS).

Standardreferensserum for Elisa-test (enzyme-linked immunosorbent assays) ska vara foljande:

— OIEISS,

— svagt positivt OIE Elisa-standardserum (OIEELISAypSS),

— starkt positivt OIE Elisa-standardserum (OIEELISAgpSS),

— negativt OIE Elisa-standardserum (OIEELISANSS).

Standardreferensserum for fluorescenspolarisationstest ska vara foljande:

— svagt positivt OIE Elisa-standardserum (OIEELISAypSS),

— starkt positivt OIE Elisa-standardserum (OIEELISAgpSS),

— negativt OIE Elisa-standardserum (OIEELISALSS).

De standardserum som fortecknas i 2.1.3 och 2.1.4 kan erhallas frin gemenskapens referenslaboratorium for
brucellos eller Veterinary Laboratories Agency (VLA), Weybridge, Forenade kungariket.
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2.2

2.2.1
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OIEISS, OIEELISAypSS, OIEELISApSS, och OIEELISANSS ir internationella primirstandarder utifrdn vilka
sekundira nationella referensstandardserum (arbetsstandarder) méste skapas for varje test enligt 2.1.1 i varje
enskild medlemsstat.

Elisa-test eller andra bindningstest for att faststilla forekomsten av bovin brucellos i serum eller
mjolk

Material och reagens

Den metod som anvinds liksom tolkningen av resultaten ska ha validerats i enlighet med de principer som
faststills i kapitel 1.1.4 i OIE:s Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, sjitte utgdvan,
2008, och maste atminstone omfatta laboratorieundersokningar och diagnostiska undersokningar.

Standardisering av testet

Standardisering av testforfarandet for enskilda serumprov:

a) en 1/150 utspddning (') av OIEISS eller en 1/2 utspidning av OIEELISAypSS eller en 1/16 utspadning av
OIEELISAgpSS i ett negativt serum (eller i ett negativt samlingsprov av serum) bor ge en positiv reaktion,

b) en 1/600 utspadning av OIEISS eller en 1/8 utspddning av OIEELISAypSS eller en 1/64 utspadning av
OIEELISAgpSS i ett negativt serum (eller i ett negativt samlingsprov av serum) mdste ge en negativ reaktion,

¢) OIEELISANSS mdste alltid ge en negativ reaktion.
Standardisering av testforfarandet for samlingsprov av serum:

a) en 1/150 utspddning av OIEISS eller en 1/2 utspddning av OIEELISAypSS eller en 1/16 utspadning av
OIEELISAgpSS i ett negativt serum (eller i ett negativt samlingsprov av serum) som pé nytt spétts ut i
negativt serum med antalet prov som ingdr i samlingsprovet mdste ge en positiv reaktion,

b) OIEELISANSS maste alltid ge en negativ reaktion,

¢) testet ska vara avpassat for att pavisa infektion hos ett enskilt djur i den grupp av djur vars serumprov
slagits samman.

Standardisering av testforfarandet for samlingsprov av mjolk eller vassla:

a) en 1/1 000 utspadning av OIEISS eller en 1/16 utspadning av OIEELISAypSS eller en 1/125 utspadning av
OIEELISAgpSS i ett negativt serum (eller i ett negativt samlingsprov av serum) och direfter utspadd 1/10 i
negativ mjolk maste ge en positiv reaktion,

b) OIEELISAKSS utspidd 1/10 i negativ mjolk maste alltid ge en negativ reaktion,

¢) testet ska vara avpassat for att pavisa infektion hos ett enskilt djur i den grupp av djur vars mjolk- eller
vasslaprov slagits samman.

Villkor for anvindning av Elisa-test for att diagnostisera bovin brucellos

Vid anvindning av kalibreringsvillkor for Elisa-test enligt 2.2.2.1 och 2.2.2.2 pa serumprov bor den diagno-
stiska sensitiviteten vid ett Elisa-test vara lika stor eller storre dn vid ett RBT eller CFT med hdnsyn till den
epidemiologiska situationen vid anvandningstillfllet.

Vid anvindning av kalibreringsvillkor for Elisa-test enligt 2.2.2.3 pa samlingsprov av mjolk ska den diagnos-
tiska sensitiviteten vid ett Elisa-test vara lika stor eller storre 4n vid ett MRT med hinsyn till bdde den
epidemiologiska situationen vid anvindningstillfallet och till genomsnittliga och forvintat extrema djurhall-
ningssystem.

Nar Elisa-test anvinds for utfirdande av intyg i enlighet med artikel 6.1 eller for faststillande av besdttnings-
status i enlighet med bilaga AIl.10 madste sammanslagningar av serumprov ske pd ett sddant sitt att test-
resultaten otvivelaktigt kan hanforas till det enskilda djur som ingdr i samlingsprovet. Alla kontrolltester ska
utforas pd serumprov fran enskilda djur.

(") I den hir bilagan uttrycks utspidningar som anviands for att skapa flytande reagens som till exempel 1/150, vilket betyder en
utspadning pd 1 till 150.
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2.2.3.4 Elisa-test kan anvindas pa prov frin mjolk som tagits frin en anliggning med minst 30 % lakterande

2.3
231

2.4
241
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mjolkkor. Om metoden anvinds maste dtgarder vidtas for att se till att de prov som tagits for att undersokas
otvivelaktigt kan hanforas till de enskilda djur som mjolken kommer frdn. Alla kontrolltester ska utforas pa
serumprov fran enskilda djur.

Komplementbindningstest (CFT)
Antigenet bestdr av en bakteriesuspension i fenol-saltlosning (NaCl 0,85 % (m/v) och fenol pd 0,5 % (v[v))

eller i en veronalbuffert. Antigenet kan levereras i koncentrerad form under forutsittning att den spadnings-
faktor som ska anvindas dr angiven pd behallarens etikett. Antigenet ska lagras vid 4 °C och far inte frysas.

Serum ska inaktiveras enligt foljande:

— Notkreaturserum: 56 °C till 60 °C under 30 till 50 minuter.

— Svinserum: 60 °C under 30 till 50 minuter.

For att utfora en riktig reaktion inom ramen for testforfarandet ska man anvinda en komplementdos som ar
hogre dn den som lagst behovs for en fullstandig hemolys.

Vid komplementbindningstestet ska foljande kontroller goras varje gang:

a) Kontroll av serumets antikomplementira effekt.

b) Kontroll av antigenet.

¢) Kontroll av sensibiliserade roda blodkroppar.

d) Kontroll av komplementet.

e) Kontroll av sensibiliteten i bérjan av reaktionen med hjilp av ett positivt serum.

f) Kontroll av reaktionens specificitet med hjalp av ett negativt serum.

Resultatberdkning

OIEISS innehaller 1 000 internationella CFT-enheter (ICFTU) per ml. Om detta standardserum testas med en
bestimd metod anges resultatet som en titer (dvs. den hogsta spidningen av OIEISS som ger 50 % hemolys,
Toigrss)- Testresultatet for testserumet angivet som en titer (Trpstserunm) Ska uttryckas i ICFTU per ml. For att
omvandla titervirdet till ICFTU anvinds f6ljande formel for att berikna faktorn (F), som krivs for att
omvandla en titer av ett okint testserum (Trgsrsprunm) SOm testas enligt den metoden till ett ICFTU-virde:

F=1000 x 1/Topss

och innehéllet av internationella CFT-enheter per ml testserum (IFCTUrgsysgruy) enligt formeln:

ICFTUrgstseruM = F % TTESTSERUM

Tolkning av resultaten

Ett serum som innehaller minst 20 ICFTU per ml ska anses vara positivt.

Mjolkringtest (MRT)

Antigenet bestdr av en bakteriesuspension i fenol-saltlosning (NaCl 0,85 % (m/v) och fenol pa 0,5 % (v[v))
fargad med hematoxylin. Antigenet ska lagras vid 4 °C och fér inte frysas.

Antigenets sensitivitet maste standardiseras i forhallande till OIEISS pd ett sddant sitt att antigenet ger en
positiv reaktion med en 1/500 utspadning av OIEISS i negativ mjolk och en negativ reaktion med en 1/1 000
utspddning.
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2.4.5

2.4.6

2.4.7

2.5
2.5.1

2.6
2.6.1

Mjolkringtest ska utforas pd prov som motsvarar innehallet i varje mjolkkarl eller innehallet i varje leverans-
tank frdn anliggningen.

Mjolkproven fér inte ha frusits ned, hettats upp eller utsatts for kraftig skakning.
Reaktionen ska utforas i enlighet med en av foljande metoder:

— P4 en mjolkpelare med en héjd av minst 25 mm och pa en mjélkvolym av 1 ml som tillsatts antingen
0,03 ml eller 0,05 ml av ett av de standardiserade firgade antigenerna.

— P4 en mj6lkpelare med en hojd av minst 25 mm och pd en mjolkvolym av 2 ml som tillsatts 0,05 ml av
ett av de standardiserade firgade antigenerna.

— P& en mjolkvolym av 8 ml som tillsatts 0,08 ml av ett av de standardiserade firgade antigenerna.

Blandningen av mjolk och antigener ska inkuberas vid 37 °C under 60 minuter med positiva och negativa
arbetsstandarder. En efterfoljande inkubation vid 4 °C under 16 till 24 timmar okar testets sensitivitet.

Tolkning av resultaten:
a) negativ reaktion: firgad mjolk, firglos gradde,
b) positiv reaktion:
— identiskt fargad mjolk och gradde, eller
— farglos mjolk och firgad gradde.
Buffrat brucella-antigenprov (rose bengal-test, RBT)
Antigenet bestdr av en bakteriesuspension i buffrad 16sning f6r brucella-antigen vid pH 3,65 + 0,05 och firgad

med fargdmnet Rose Bengal. Antigenet ska vara klart for anvindning vid leveransen, lagras vid 4 °C och far
inte frysas.

Antigenet ska beredas utan angivande av cellkoncentrationen, men dess sensitivitet maste standardiseras i
relation till OIEISS sd att antigenet ger en positiv reaktion vid en utspidning av serumet till 1/45 och en
negativ reaktion vid en utspadning till 1/55.

Testet ska utforas pa foljande sitt:

a) Serumet (20-30 pl) blandas med samma volym antigen pa en vit platta eller emaljerat fat pa en flick med
en diameter pa ungefir 2 cm. Blandningen skakas forsiktigt under fyra minuter vid rumstemperatur och
agglutinationsreaktionen iakttas darefter i god belysning.

b) En automatiserad metod far anvindas men méste vara minst lika sensitiv och noggrann som den manuella.

Tolkning av resultaten

Vid varje synlig reaktion ska testet betraktas som positivt, utom vid stark uttorkning runt kanterna.
Positiva och negativa arbetsstandarder bor ingd i varje testserie.

Serumagglutinationstest (SAT)

Antigenet bestdr av en bakteriesuspension i fenol-saltlosning (NaCl 0,85 % (m/v) och fenol 0,5 % (v/[v)).
Formaldehyd fir inte anvindas.

Antigenet kan levereras i koncentrerad form under forutsittning att den spadningsfaktor som ska anvindas dr
angiven pa behdllarens etikett.

For att minska antalet felaktigt positiva testresultat fir EDTA tillforas antigensuspensionen upp till 5 mM
slutlig testspidning. Direfter stills pH-virdet i antigensuspensionen pa nytt till 7,2.
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2.6.2

2.6.3

2.6.4

2.6.5

2.7
2.7.1

2.7.2

OIEISS innehaller 1 000 internationella agglutinationsenheter.

Antigenet bereds utan angivande av cellkoncentrationen, men dess sensitivitet ska standardiseras i relation till
OIEISS sd att antigenet antingen ger en 50-procentig agglutination med en slutlig serumutspadning pa 1/600
till 1/1 000 eller en 75-procentig agglutination med en slutlig serumutspadning pa 1/500 till 1/750.

Det kan ocksd vara tillradligt att med hjilp av en grupp definierade serum jimfora reaktiviteten hos nya och
tidigare standardiserade antigenpartier.

Testet ska antingen utforas i ror eller pd mikroplattor. Blandningen av antigen och serumutspiddning ska
inkuberas under 16-24 timmar vid en temperatur pd 37 °C.

For varje serum ska minst tre utspadningar forberedas. Utspadningar av misstinkt serum ska goras pa ett
sadant sdtt att avlasningen av reaktionen vid positivitetsgransen gors i det mellersta roret (eller mellersta
fordjupningen om metoden med mikroplattor anvinds).

Tolkning av resultaten

Graden av brucella-agglutination i ett serum ska uttryckas i internationella enheter (IU) per ml.

Ett serum som innehaller minst 30 IU per ml anses vara positivt.

Fluorescenspolarisationstest

Fluorescenspolarisationstestet kan goras i glasror eller 96-brunnsplatta. Den metod som anvinds, standardi-
seringen av den liksom tolkningen av resultaten ska stimma med vad som anges i kapitel 2.4.3 (bovin
brucellos) i OIE:s Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, sjitte utgavan, 2008.

Standardisering av testet

Fluorescenspolarisationstestet ska standardiseras sa att

a) OIEELISAgpSS och OIEELISAypSS alltid ger positiva resultat,

b) en 1/8 utspadning av OIEELISAypSS eller en 1/64 utspddning av OIEELISApSS i ett negativt serum (eller i
ett negativt samlingsprov av serum) alltid ger en negativ reaktion,

¢) OIEELISANSS alltid ger en negativ reaktion.

Foljande ska finnas i varje testserie: Ett starkt positivt, ett svagt positivt, ett negativt arbetsstandardserum
(kalibrerade mot OIE:s Elisa-standardserum).

KOMPLETTERANDE TEST
Intrakutant brucellostest (BST)
Villkor for anvindningen av testet

a) Det intrakutana brucellostestet fir inte anvindas i syfte att utfirda intyg for handeln inom EU.

b) Det intrakutana brucellostestet utgor en av de mest specifika testmetoderna for att upptacka brucellos hos
ovaccinerade djur, men en diagnos far inte baseras enbart pd positiva intrakutana reaktioner.

¢) Notkreatur som testats med negativt resultat i ndgot av de serologiska test som anges i denna bilaga och
som reagerar positivt pd det intrakutana brucellostestet ska betraktas som infekterade eller misstinkt
infekterade.

d) Notkreatur som testats med positivt resultat i ndgot av de serologiska test som anges i denna bilaga kan fa
genomgé ett intrakutant brucellostest till stod for tolkningen av de serologiska testresultaten, sirskilt om
en korsreaktion med antikroppar mot andra bakterier inte kan uteslutas i officiellt brucellosfria eller
brucellosfria besittningar.
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3.1.2  Testet ska utforas med en standardiserad och definierad brucellosallergen som inte innehdller jamn lipopo-
lysackarid(LPS)-antigen, eftersom detta kan framkalla ospecifika inflammatoriska reaktioner eller stora efter-
foljande serologiska test.

Kraven for framstallning av brucellin finns i avsnitt C1 i kapitel 2.4.3 i OIE:s Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines, sjitte utgavan, 2008.

3.1.3  Testforfarande

3.1.3.1 En volym av 0,1 ml brucellosallergen injiceras intrakutant i svansvecket, flanken eller i sidan av halsen.
3.1.3.2 Testet avldses efter 48—72 timmar.

3.1.3.3 Hudens tjocklek pé injektionsstillet mits med skjutmétt med nonie fore injektionen och vid den efterfoljande
undersokningen.

3.1.3.4 Tolkning av resultaten:
Kraftiga reaktioner uppticks litt genom lokal svullnad och hardhet.
En fortjockning av huden pa 1,5 till 2 mm ska betraktas som en positiv reaktion pé ett intrakutant brucellos-

test.

3.2 cElisa-test (competitive enzyme-linked immunosorbent assay)
3.2.1  Villkor for anvindningen av testet

cElisa-testet far inte anvindas i syfte att utfirda intyg for handeln inom EU.

Notkreatur som testats med positivt resultat i nigot av de andra serologiska test som anges i denna bilaga kan
fd genomgd ett cElisa-test till stod for tolkningen av de serologiska testresultaten, sarskilt om en korsreaktion
med antikroppar mot andra bakterier inte kan uteslutas i officiellt brucellosfria eller brucellosfria besattningar
eller for att utesluta reaktioner beroende pd kvarvarande antikroppar efter vaccination med S19.

3.2.2  Testforfarande

Testet ska utforas enligt anvisningarna i avsnitt B2 i kapitel 2.4.3 i OIE:s Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines, sjitte utgavan, 2008.”

2. 1 bilaga C till direktiv 64/432[EEG ska punkt 4.1 ersittas med foljande:

"4.1 Uppgifter och ansvarsomriden

De nationella referenslaboratorier som utsetts i enlighet med artikel 6a ska ansvara for

a) godkinnande av resultaten av validitetsstudier som visar om de i medlemsstaterna anvinda testmetoderna dr
palitliga,

b) faststillande av det hogsta antalet prover som ska samlas i de Elisa-testsatser som anvinds,
¢) kalibrering av de arbetsstandarder som niamns i punkt 2.1.6,
d) kvalitetskontroller av samtliga antigener och partier av Elisa-testsatser som anvinds i medlemsstaterna,

¢) tillimpning av rekommendationer och samarbete med gemenskapens referenslaboratorium fér brucellos.”



