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ODLOCBA KOMISIJE
z dne 15. julija 1994
o pogojih zdravstvenega varstva Zivali in veterinarskem certificiranju za uvoz govejega semena iz tretjih

drzav

(94/577ES)

KOMISIJA EVROPSKIH SKUPNOSTI JE

ob upostevanju Pogodbe o ustanovitvi Evropske skupnosti,

ob upostevanju Direktive Sveta 88/407 [EGS z dne 14. junija 1988
o dolo¢itvi zahtev za zdravstveno varstvo Zzivali, ki se uporabljajo
za promet znotraj Skupnosti in za uvoz globoko zamrznjenega
semena domacega goveda (1), kakor je bila nazadnje spremenjena
z Direktivo 93/60/EGS (2), in zlasti ¢lenov 10 in 11 Direktive,

ker je bil seznam tretjih drzav, iz katerih drzave clanice dovolijo
uvoz semena domacega goveda (v nadaljnjem besedilu ,seznam
tretjih drzav®), dolocen z Odlo¢bo Komisije 90/14/EGS (%), kakor
je bila spremenjena z Odlocbo 91/276EGS (*);

ker je bil zaradi zdravstvenega stanja v Izraelu z Odlo¢bo Komi-
sije 91/277[EGS (°) prepovedan uvoz iz te drzave;

ker odlocbe
92/123/EGS (%),
92/126[EGS (11),

Komisije ~ 91/479/EGS (),
92/124[EGS (%),
92/127[EGS (12),

91/549[EGS (7),
92/125[EGS (19),
92/128[EGS (13),

UL L 194, 22.7.1988, str. 10.
ULL 186, 28.7.1993, str. 28.
ULL S8, 11.1.1990, str. 71.
UL L 135, 30.5.1991, str. 58.
UL L 135, 30.5.1991, str. 60.
ULL 258,16.9.1991, str. 1.
ULL 298, 29.10.1991, str. 6.
ULL 48,22.2.1992, str. 1.
UL L 48, 22.2.1992, str. 10.
ULL 48,22.2.1992, str. 19.
UL L 48, 22.2.1992, str. 28.
UL L 48,22.2.1992, str. 37.

)
)
12)
) ULL 48, 22.2.1992, str. 46.

92/386/EGS (14), 92/387/EGS (15) in 92/445/EGS (16) dolotajo
pogoje za zdravstveno stanje Zivali in izdajanje veterinarskih spri-
Ceval za uvoz govejega semena iz Zdruzenih drzav Amerike,
Kanade, Poljske, Finske, Nove Zelandije, Avstrije, Svice, Svedske,
Madzarske, Norveske in Cehoslovaske;

ker Direktiva 93/60/EGS, ki jo je treba v drzavah ¢lanicah zaceti
izvajati najpozneje do 1. julija 1994, spreminja Direktivo
88/407[EGS in je zato treba spremeniti zgoraj navedene odlocbe
glede tretjih drzav; ker je treba, zato da bi poenostavili in razjas-
nili zakonodajo Skupnosti na tem podro¢ju, zdruZiti zgoraj
navedene odlocbe in razveljaviti tiste, ki veljajo za vsako posa-
mezno drzavo;

ker glede na dolocbe Sporazuma o evropskem gospodarskem
prostoru niso ve¢ potrebna veterinarskega spricevala za uvoz
govejega semena iz Avstrije, Finske, Norveske in Svedske;

ker je v skladu z mnenjem Znanstvenega veterinarskega odbora
obvezen dodaten test za epizootsko hemoragi¢no bolezen;

ker se samo v Kanadi opravljajo rutinski testi pred zbiranjem
semena za to bolezen v Sestmese¢nih presledkih; ker je torej treba
omogociti prehodno obdobje za uvedbo te odlocbe v zvezi s

(1) ULL 204, 21.7.1992, str. 13.
(15) UL L 204, 21.7.1992, str. 22.
(16) ULL 247, 27.8.1992, str. 1.
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Kanado, da bi dali kanadskim veterinarskim organom na voljo
prehodno obdobje za uvedbo novega testa v njihov redni
program;

ker se poleg tega glede na napredek, ki je bil v zadnjem casu dose-
Zen v zvezi z razumevanjem epidemiologije bolezni modrikastega
jezika, zdaj lahko dovoli uvoz govejega semena iz Avstralije;

ker kaze, da je zdravstveno stanje zivali v drzavah, ki so na
seznamu tretjh drzav, dobro in ga nadzorujejo dobro
strukturirane in organizirane veterinarske sluzbe, glede bolezni, ki
se prenasajo s semenom;

ker so se pristojni veterinarski organi tretjih drzav zavezali, da v
roku 24 ur po teleksu ali telefaksu uradno obvestijo Komisijo in
drzave clanice o potrditvi pojava katere koli bolezni, ki je na
seznamu A Mednarodnega urada za kuZzne bolezni (Office Inter-
national d’Epizooties, OIE), ali o kakr$nih koli spremembah v
politiki cepljenja v zvezi s katero koli od teh bolezni ali, v ustrez-
nem roku, o pojavu bolezni s seznama B OIE in o kakr$nih koli
predlaganih spremembah uvoznih pravil za domace Zivali ali nji-
hovo seme ali zarodke;

ker so se pristojni veterinarski organi drZav s seznama tretjih
drzav zavezali, da uradno nadzorujejo izdajanje potrdil iz te
odlocbe in zagotovijo, da se vsa ustrezna potrdila, odstopanja in
laboratorijski izvidi, na podlagi katerih bi lahko bila izdana potr-
dila, hranijo v uradnih arhivih najmanj 12 mesecev po odpremi
semena, na katerega se nanasajo;

ker so se pristojni veterinarski organi drzav s seznama tretjih
drzav zavezali, da uradno odobrijo osemenjevalna sredisca za
izvoz govejega semena v Evropsko gospodarsko skupnost, kakor
je zahtevano v ¢lenu 9 Direktive 88/407[EGS;

ker je treba pogoje za zdravstveno stanje Zivali in izdajanje vete-
rinarskih spriceval prilagoditi glede na zdravstveno stanje Zivali v
zadevni tretji drzavi;

ker so ukrepi, predvideni s to odlo¢bo, v skladu z mnenjem Stal-
nega veterinarskega odbora,

SPREJELA NASLEDNJO ODLOCBO:

Clen 1

Drzave clanice dovolijo uvoz govejega semena, ki izpolnjuje
pogoje, dolocene v potrdilih iz delov 1 prilog A, B, Cin D, in samo
iz tistih tretjih drzav, ki so navedene v delu 2 priloge A, B, C ali
D.

Vendar pa drzave ¢lanice do 31. decembra 1994 dovolijo uvoz
govejega semena, zbranega in pripravljenega v skladu z Odlocbo
91/549/EGS, iz Kanade.

Clen 2

Odlocbe 91/479/EGS, 92/123[EGS, 92/124/EGS, 92/125(EGS,
92/126[EGS,  92[127)EGS,  92/128[EGS,  92/386[EGS,
92/387[EGS in 92/445[EGS se razveljavijo.

Odlocba 91/549/EGS se razveljavi s 1. januarjem 1995.

Clen 3

Dolo¢be v zvezi s Kanado iz prvega pododstavka ¢lena 1 se
uporabljajo od 1. januarja 1995.

Clen 4

Ta odlocba je naslovljena na drzave ¢lanice.

V Bruslju, 15. julija 1994
Za Komisijo
René STEICHEN

Clan komisije
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PRILOGA A

DEL 1

VETERINARSKO SPRICEVALO

Za uvoz govejega semena

1. Posiljatelj {ime in polni naslov) Stevilka spricevala

2. Tretja driava zbiranja

3. Prejemnik (ime in polni naslov) 4. Pristojni organ

5. Pristojna lokalna oblast

6. Kraj nakladanja 7. Ime in naslov osemenjevalnega sredisca

8. Prevozno sredstvo 10. Stevilka odobritve osemenjevalnega sredista

9. Namembni kraj in driava ¢lanica

11. Stevilka petata na posodah s semenom

12. Identifikacija semena sveZe ali zamrznjeno *

(* neustrezno precrtajte)

(a) Stevilo odmerkov (b) Datum(j) zbiranja (c) Pasma

(d) Identifikacija Zivali donorke
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13. Spodaj podpisani uradni veterinar sem prebral Direktivo Sveta 88/407[EGS, kakor je bila spremenjena, sem z njo
seznanjen in potrjujem:

@

(ime drZave izvoznice)

je bila 12 mesecev neposredno pred zbiranjem semena za izvoz in do datuma njegove odpreme prosta goveje
kuge ter slinavke in parkljevke, v istem obdobju tudi ni bilo opravljeno nobeno cepljenje proti tema
boleznima;

(b) osemenjevalno srediice, kjer je bilo zbrano seme za izvoz, je bilo:

(i) odobreno v skladu s pogoji, dolo¢enimi v poglavju I Priloge A k Direktivi Sveta 88407 [EGS;

(i) upravljano in nadzorovano v skladu s pogoji, dolotenimi v poglavju II Priloge A k Direktivi Sveta
88/407[EGS;

(i) prosto stekline, tuberkuloze, bruceloze, vrani¢nega prisada in plju¢ne kuge govedi v obdobju od 30 dni
pred datumom zbiranja semena za izvoz do 30 dni po zbiranju (v primeru sveZega semena do dneva
odpreme);

(c) goveda v osemenjevalnem sredisCu:

(i) izvirajo iz ¢red infali so jih skotile bikovske matere, ki izpolnjujejo pogoje iz poglavja I Priloge B k
Direktivi 88/407[EGS;

{ii} sobila pred zacetkom izolacije testirana, kakor doloca poglavje I Priloge B k Direktivi 88/407 [EGS;

(iti) so izpolnila zahteve glede izolacije in testiranj pred vstopom, dolocene v poglavju I Priloge B k Direktivi
88/407[EGS;

{iv) e so v sredistu Ze vsaj eno leto, so bile opravljene rutinske preiskave v skladu s poglavjem II Priloge B k
Direktivi 88/407 [EGS;

(d) seme zaizvoz:

(i) je bilo pridobljeno od donorjev, ki so se nahajali v

{ime drZave izvoznice)

v obdobju Sestih mesecev neposredno pred zbiranjem semena za izvoz in izpolnjujejo pogoje, dolocene v
Prilogi C k Direktivi 88/407[EGS;

(ii} je bilo pridobljeno od donorjev:

— ki so v osemenjevalnem sredi§¢u, v katerem je bil pri vseh govedih v 12 mesecih pred zbiranjem
semena za izvoz z negativnim rezultatom opravljen test serumske nevtralizacije ali test ELISA za
infekciozni bovini rinotraheitis/infekciozni pustularni vulvovaginitis (),

ali

— pri katerih je bil test serumske nevtralizacije ali test ELISA za infekciozni bovini
rinotraheitis/infekciozni pustularni vulvovaginitis, opravljen v 12 mesecih pred zbiranjem semena za
izvoz, negativen (1),

ali

— ki so seropozitivni po cepljenju, opravljenem v skladu s poglavjem II Priloge B k Direktivi Sveta
88/407EGS, in pri katerih je bil rezultat testa serumske nevtralizacije ali testa ELISA, opravljenega v
odobrenem osemenjevalnem sredis¢u pred cepljenjem, negativen (1),

(') Neustrezno precrtajte
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ali

ki so seropozitivni pri testu serumske nevtralizacije ali testu ELISA za infekciozni bovini
rinotraheitisfinfekciozni pustularni vulvovaginitis, niso bili cepljeni v skladu s poglavjem II Priloge B
k Direktivi Sveta 88/407/EGS in pri katerih je bil na vsaj 10 % vsakega ejakulata semena za izvoz

(vendar najmanj pet slamic) pred izvozom opravljen test inokulacije Zivali ali test izolacije virusa z
negativnim rezultatom (1);

(iii) je bilo obdelano, skladid¢eno in prepeljano pod pogoji, ki so v skladu z Direktivo 88/407 [EGS.

A (kraj)
(dne) (datum)
et Podpis (3
Ime z velikimi tiskanimi &rkami:
zig® o
| Uradni naziv:

(1) Neustrezno preértajte.
(?) Podpis in Zig morata biti druga¢ne barve kot tisk.
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DEL 2

Seznam drzav, ki smejo uporabljati vzorec veterinarskega spricevala iz dela 1 Priloge A
CESKA
MADZARSKA
NOVA ZELANDIJJA
POLJSKA
ROMUNIJA
SVICA

SLOVASKA
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PRILOGA B
DEL 1

VETERINARSKO SPRICEVALO

za uvoz govejega semena iz ZdruZenih drzav Amerike

1. Posiljatelj (ime in polni naslov)

Stevilka spricevala

2. Tretja drZava zbiranja

3. Prejemnik (ime in polni naslov)

4. Pristojni organ

5. Pristojna lokalna oblast

6. Kraj nakladanja

7. Ime in naslov osemenjevalnega sredisca

8. Prevozno sredstvo

10. Stevilka odobritve osemenjevalnega sredista

9. Namembni kraj in drZava ¢lanica

11. Stevilka pe¢ata na posodah s semenom

12. Identifikacija semena

sveze ali zamrznjeno *

(* neustrezno precrtajte)

(a) Stevilo

(d) Identifikacija bika donorja

(b) Datum(-i) zbiranja

(c) Pasma
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13. Spodaj podpisani uradni veterinar sem prebral Direktivo Sveta 88/407/EGS, kakor je bila spremenjena, sem z njo
seznanjen in potrjujem:

@)

(ime drZave izvoznice)

je bila 12 mesecev nepostedno pred zbiranjem semena za izvoz in do datuma njegove odpreme prosta goveje
kuge ter slinavke in parkljevke, v istem obdobju tudi ni bilo opravljeno nobeno cepljenje proti tema
boleznima;

(b) osemenjevalno srediice, kjer je bilo zbrano seme za izvoz, je bilo:

(i) odobreno v skladu s pogoji, dolo¢enimi v poglavju I Priloge A k Direktivi Sveta 88/407/EGS;

(ii) upravljano in nadzorovano v skladu s pogoji, dologenimi v poglavju II Priloge A k Direktivi Sveta
88/407 [EGS;

(iii) prosto stekline, tuberkuloze, bruceloze, vrani¢nega prisada in plju¢ne kuge govedi v obdobju od 30 dni
pred datumom zbiranja semena za izvoz do 30 dni po zbiranju (v primeru sveZega semena do dneva
odpreme);

(0) goveda v osemenjevalnem sredigcu:

(i) izvirajo iz ¢red infali so jih skotile bikovske matere, ki izpolnjujejo pogoje iz poglavja I Priloge Bk
Direktivi 88/407 [EGS;

(i) so bila pred zaCetkom izolacije testirana, kakor dolo¢a poglavje I Priloge B k Direktivi 88/407/EGS;

(iif) so izpolnila zahteve glede izolacije in testiranj pred vstopom, dolocene v poglavju I Priloge B k Direktivi
88/407[EGS;

(iv) Ze so v sredi§Cu Ze vsaj eno leto, so bile opravljene rutinske preiskave v skladu s poglavjem II Priloge B k
Direktivi 88/407/EGS;

(d) seme zaizvoz:

(i) je bilo pridobljeno od donorjev, ki so se nahajali v:

(ime drZave)

v obdobju Jestih mesecev neposredno pred zbiranjem semena za izvoz in izpolnjujejo pogoje, dolodene v
Prilogi C k Direktivi 88/407/EGS;

{ii} je bilo pridobljeno od donorjev:

— ki so v osemenjevalnem sredisu, v katerem je bil pri vseh govedih v 12 mesecih pred zbiranjem
semena za izvoz z negativnim rezultatom opravljen test serumske nevtralizacije ali test ELISA za
infekciozni bovini rinotraheitis/infekciozni pustularni vulvovaginitis (1),

ali

— pri katerih je bil test serumske nevtralizacije ali test ELISA za infekciozni bovini
rinotraheitisf/infekciozni pustularni vulvovaginitis, opravljen v 12 mesecih pred zbiranjem semena za
izvoz, negativen (1),

ali

— ki so seropozitivni po cepljenju, opravljenem v skladu s poglavjem II Priloge B k Direktivi Sveta
88/407[EGS, in pri katerih je bil rezultat testa serumske nevtralizacije ali testa ELISA, opravljenega v
odobrenem osemenjevalnem sredi$¢u pred cepljenjem, negativen (1),

(') Neustrezno prelrtajte.
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ali

— ki so seropozitivni pri testu serumske nevtralizacije ali testu ELISA za infekciozni bovini
rinotraheitis/infekciozni pustularni vulvovaginitis, niso bili cepljeni v skladu s poglavjem I Priloge B
k Direktivi Sveta 88/407/EGS in pri katerih je bil na vsaj 10 % vsakega ejakulata semena za izvoz

(vendar najmanj pet slamic) pred izvozom opravljen test inokulacije Zivali ali test izolacije virusa z
negativnim rezultatom (1),

(iif) je bilo pripravljeno, skladiS¢eno in prepeljano pod pogoji, ki so v skladu z Direktivo 88/407[EGS;

(iv) je bilo pridobljeno od bikov donorjev, pri katerih so bili v odobrenem laboratoriju dvakrat v razmiku
najve¢ 12 mesecev z negativnimi rezultati opravljeni naslednji testi pred in po zbiranju (test po zbiranju

je treba opraviti na vzorcu krvi, odvzetem najmanj 21 dni po zbiranju semena za izvoz):
— kompetitivna ELISA za bolezen modrikastega jezika v skladu s Prilogo E,

— imunodifuzija v agarskem gelu v skladu s Prilogo E in test nevtralizacije virusa za vse serotipe
epizootske hemoragi¢ne bolezni (EHD), katerih obstoj je znan v drZavi izvoznici.

dne
(kraj) (datum)
Podpis (2)
Zig) @) Ime z velikimi tiskanimi ¢rkami:
Uradni naziv:

(') Neustrezno predrtajte.
(%) Podpis in Zig morata biti drugatne barve kot tisk.
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DEL 2

Seznam drZzav, ki smejo uporabljati vzorec veterinarskega spricevala iz dela 1 Priloge B

ZDRUZENE DRZAVE AMERIKE
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PRILOGA C
DEL 1

VETERINARSKO SPRICEVALO

Za uvoz govejega semena

1. Posiljatelj (ime in polni naslov)

Stevilka spricevala

2. Tretja drZava zbiranja

3. Prejemnik (ime in polni naslov)

4. Pristojni organ

5. Pristojna lokalna oblast

6. Kraj nakladanja

7. Ime in naslov osemenjevalnega sredisca

8. Prevozno sredstvo

10. Stevilka odobritve osemenjevalnega srediséa

9. Namembni kraj in drZava lanica

11. Stevilka pecata na posodah s semenom

12. Identifikacija semena

sveZe ali zamrznjeno *

(* neustrezno precrtajte)

{a) Stevilo doz

(d) Identifikacija bika donorja

(b) Datum(H) zbiranja

{(c) Pasma
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13. Spodaj podpisani uradni veterinar sem prebral Direktivo Sveta 88/407[EGS, kakor je bila spremenjena, sem z njo
seznanjen in potrjujem:

@

(ime drZave izvoznice)

je bila 12 mesecev neposredno pred zbiranjem semena za izvoz in do datuma njegove odpreme prosta goveje
kuge ter slinavke in parkljevke, v istem obdobju tudi ni bilo opravljeno nobeno cepljenje proti tema
boleznima;

(b) osemenjevalno sredisCe, kjer je bilo zbrano seme za izvoz, je bilo:

(i) odobreno v skladu s pogoji, dolo¢enimi v poglavju I Priloge A k Direktivi Sveta 88407 [EGS;

(i) upravljano in nadzorovano v skladu s pogoji, dologenimi v poglavju I Priloge A k Direktivi Sveta
88/407[EGS;

{iii) prosto stekline, tuberkuloze, bruceloze, vrani¢nega prisada in plju¢ne kuge govedi v obdobju od 30 dni
pred datumom zbiranja semena za izvoz do 30 dni po zbiranju (v primeru sveZega semena do dneva
odpreme});

{c) govedav osemenjevalnem srediscu:

{) izvirajo iz ¢red infali so jih skotile bikovske matere ¢, ki izpolnjujejo pogoje iz poglavja I Priloge B k
Direktivi 88/407[EGS;

(i} so bila pred za¢etkom izolacije testirana, kakor dolo¢a poglavje I Priloge B k Direktivi 88/407[EGS;

(i) so izpolnila zahteve glede izolacije in testiranj pred vstopom, doloene v poglavju I Priloge B k Direktivi
88/407[EGS;

(iv) &e so v sredid¢u Ze vsaj eno leto, so bile opravljene rutinske preiskave v skladu s poglavjem I Priloge B k
Direktivi 88/407 [EGS;

(d) seme zaizvoz:

(i) je bilo pridobljeno od donorjev, ki so se nahajali v:

{ime drZave izvoznice)

v obdobju Sestih mesecev neposredno pred zbiranjem semena za izvoz in izpolnjujejo pogoje, dologene v
Prilogi C k Direktivi 88/407/EGS;

{ii) je bilo pridobljeno od donorjev:

— ki so v osemenjevalnem sredis¢u, v katerem je bil pri vseh govedih v 12 mesecih pred zbiranjem
semena za izvoz z negativnim rezultatom opravljen test serumske nevtralizacije ali test ELISA za
infekciozni bovini rinotraheitis/infekciozni pustularni vulvovaginitis (),

ali

— pri katerih je bil test serumske nevtralizacije ali test ELISA za infekciozni bovini
rinotraheitisfinfekciozni pustularni vulvovaginitis, opravljen v 12 mesecih pred zbiranjem semena za
izvoz, negativen (1),

ali

— ki so seropozitivni po cepljenju, opravljenem v skladu s poglavjem II Priloge B k Direktivi Sveta
88/407 [EGS, in pri katerih je bil rezultat testa serumske nevtralizacije ali testa ELISA, opravljenega v
odobrenem osemenjevalnem stedis¢u pred cepljenjem, negativen (1),

(1) Neustrezno predrtajte.
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ali

ki so seropozitivni pri testu serumske nevtralizacije ali testu ELISA za infekciozni bovini
rinotraheitis/infekciozni pustularni vulvovaginitis, niso bili cepljeni v skladu s poglavjem II Priloge B
k Direktivi Sveta 88/407/EGS in pri katerih je bil na vsaj 10 % vsakega ejakulata semena za izvoz

{vendar najmanj pet slamic) pred izvozom opravljen test inokulacije Zivali ali test izolacije virusa z
negativnim rezultatom (1) ;

{iii) je bilo obdelano, skladis¢eno in prepeljano pod pogoji, ki so v skladu z Direktivo 88/407/EGS.

{iv) jebilo pridobljeno od bikov donorjev, ki so bili bodisi:

1. julija 1994 Ze v odobrenem srediscu,

ali

so prisli v odobreno sredis¢e po 1. juliju 1994 in so pred prihodom na njih v odobrenem laboratoriju
z negativnimi rezultati opravili naslednje teste za bolezen modrikastega jezika in epizootsko

hemoragi¢no bolezen ter so bili v obeh primerih na njih vsakih est mesecev v odobrenem
laboratoriju opravljeni naslednji testi z negativnimi rezultati:

kompetitivna ELISA za bolezen modrikastega jezika v skladu s Prilogo E,

imunodifuzija v agarskem gelu v skladu s Prilogo E in test serumske nevtralizacije za vse serotipe
epizootske hemoragi¢ne bolezni, odkrite v drZavi izvoznici.

dne
(kraj) (datum)
’ Podpis (?)
Zig @) i Ime z velikimi tiskanimi érkami:
*, Uradni naziv:

(1) Neustrezno prertajte.
(%) Podpis in Zig morata biti drugacne barve kot tisk.
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KANADA: razen regije Okanagan Valley v Britanski Kolumbiji, ki je opredeljena kot obmocje, omejeno s ¢rto, ki
poteka od tocke na meji med Kanado in ZdruZenimi drZavami na 120° 15’ zemljepisne dolZine in 49°
zemljepisne Sirine proti severu do tocke na 119° 35’ zemljepisne dolzine in 50° 30" zemljepisne $irine,
nato proti severovzhodu do tocke na 119° zemljepisne dolzine in 50° 45’ zemljepisne Sirine ter proti jugu
do tocke na meji med Kanado in Zdruzenimi drzavami na 118° 15’ zemljepisne dolzine in 49°
zemljepisne Sirine.
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PRILOGA D
DEL 1

VETERINARSKO SPRICEVALO

Za uvoz govejega semena

1. Posiljate]j {ime in polni naslov)

Stevilka spri¢evala

2. Tretja drZava zbiranja

3. Prejemnik (ime in polni naslov)

4. Pristojni organ

5. Pristojna lokalna oblast

6. Kraj nakladanja

7. Ime in naslov osemenjevalnega sredisca

8. Prevozno sredstvo

10. Stevilka odobritve osemenjevalnega srediséa

9. Namembni kraj in drZava ¢lanica

11. Stevilka pecata na posodah s semenom

12. Identifikacija semena

sveZe ali zamrznjeno *

(* neustrezno precrtajte)

(a) Stevilo doz

(d) Identifikacija bika donotja

(b) Datum() zbiranja

() Pasma
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13. Spodaj podpisani uradni veterinar sem prebral Direktivo Sveta 88/407 [EGS, kakor je bila spremenjena, sem z njo
seznanjen in potrjujem:

@

(ime drZave izvoznice)

je bila 12 mesecev neposredno pred zbiranjem semena za izvoz in do datuma njegove odpreme prosta goveje
kuge ter slinavke in parkljevke, v istem obdobju tudi ni bilo opravljeno nobeno cepljenje proti tema
boleznima;

{b) osemenjevalno sredi§Ce, kjer je bilo zbrano seme za izvoz, je bilo:
{i) odobreno v skladu s pogoji, dolo¢enimi v poglavju I Priloge A k Direktivi Sveta 88/407 [EGS;
{ii) upravljano in nadzorovano v skladu s pogoji, dolocenimi v poglavju II Priloge A k Direktivi Sveta
88/407[EGS;

(i) prosto stekline, tuberkuloze, bruceloze, vrani¢nega prisada in plju¢ne kuge govedi v obdobju od 30 dni
pred datumom zbiranja semena za izvoz do 30 dni po zbiranju (v primeru sveZega semena do dneva
odpreme});

(c) govedav osemenjevalnem srediscu:

(i) izvirajo iz ¢red infali so jih skotile bikovske matere, ki izpolnjujejo pogoje iz poglavja I Priloge B k
Direktivi 88/407[EGS;

{iiy sobila pred zatetkom izolacije testirana, kakor doloca poglavje I Priloge B k Direktivi 88/407[EGS;

{ifi) so izpolnila zahteve glede izolacije in testiranj pred vstopom, doloene v poglavju I Priloge B k Direktivi
88/407[EGS;

{iv) e so v srediséu Ze vsaj eno leto, so bile opravljene rutinske preiskave v skladu s poglavjem II Priloge B k
Direktivi 88/407 [EGS;

(d) seme za izvoz:

(i) je bilo pridobljeno od donorjev, ki so se nahajali v:

(ime drZave izvoznice)

v obdobju Sestih mesecev neposredno pred zbiranjem semena za izvoz in izpolnjujejo pogoje, dolotene v
Prilogi C k Direktivi 88/407/EGS;

{ii) je bilo pridobljeno od donorjev:

— ki so v osemenjevalnem srediS¢u, v katerem je bil pri vseh govedih v 12 mesecih pred zbiranjem
semena za izvoz z negativnim rezultatom opravljen test serumske nevtralizacije ali test ELISA za
infekciozni bovini rinotraheitis/infekciozni pustularni vulvovaginitis (?),

ali

— pri katerih je bil test serumske nevtralizacije ali test ELISA za infekciozni bovini
rinotraheitis/infekciozni pustularni vulvovaginitis, opravljen v 12 mesecih pred zbiranjem semena za
izvoz, negativen (1),

ali

— ki so seropozitivni po cepljenju, opravljenem v skladu s poglavjem II Priloge B k Direktivi Sveta
88/407[EGS, in pri katerih je bil rezultat testa serumske nevtralizacije ali testa ELISA, opravljenega v
odobrenem osemenjevalnem sredis€u pred cepljenjem, negativen (1),

(') Neustrezno predriajte.
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ali

— ki so seropozitivni pri testu serumske nevtralizacije ali testu ELISA za infekciozni bovini
rinotraheitisf/infekciozni pustularni vulvovaginitis, niso bili cepljeni v skladu s poglavjem II Priloge B
k Direktivi Sveta 88/407/EGS in pri katerih je bil na vsaj 10 % vsakega ejakulata semena za izvoz

{vendar najmanj pet slamic) pred izvozom opravljen test inokulacije Zivali ali test izolacije virusa z
negativnim rezultatom (1) ;

(i) je bilo obdelano, skladis¢eno in prepeljano pod pogoji, ki so v skladu z Direktivo 88/407/EGS;

{iv) je bilo pridobljeno od bikov donotjev, pri katerih so bili v odobrenem laboratoriju dvakrat v razmiku

najve¢ 12 mesecev z negativnimi rezultati opravljeni naslednji testi pred in po zbiranju (test po zbiranju
je treba opraviti na vzorcu kevi, odvzetemn najmanj 21 dni po zbiranju semena za izvoz):

— kompetitivna ELISA za bolezen modrikastega jezika v skladu s Prilogo E,

— imunodifuzija v agarskem gelu v skladu s Prilogo E in test nevtralizacije virusa za vse serotipe
epizootske hemoragi¢ne bolezni (EHD), katerih obstoj je znan v drZavi izvoznici,

— test serumske nevtralizacije za virus Akabane.

A dne
(kraj) (datum)
- Podpis (%)
Zig () Ime z velikimi tiskanimi ¢rkami:
Uradni naziv:

(1) Neustrezno precrtajte.
(%) Podpis in Zig morata biti drugane barve kot tisk.
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AVSTRALIJA
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PRILOGA E

Protokol za kompetitivni encimsko-imunski preskus (ELISA), test, pri katerem se za odkrivanje protiteles

proti virusu bolezni modrikastega jezika uporabijo za skupino specificna monoklonska protitelesa

KOMPETITIVNA ELISA ZA BOLEZEN MODRIKASTEGA JEZIKA Z UPORABO MONOKLONSKIH

PROTITELES 3-17-A3

Test lahko zazna protitelesa proti vsem znanim serotipom virusa bolezni modirkastega jezika (BTV).

Princip testa je prekinitev reakcije med antigenom BTV in specificnim monoklonskim protitelesom za to skupino
(3-17-A3) z dodajanjem razredCin preskusnega seruma. Protitelesa proti BTV, prisotna v preskusnem serumu,
blokirajo reaktivnost monoklonskih protiteles (Mab), kar povzro¢i manjse obarvanje od pricakovanega ob dodatku
encimskega substrata.

PRIBOR IN REAGENTI

1.
2.

Mikrotitrske ploscice z ravnim dnom.
Antigen: pripravljen, kakor je opisano spodaj.

Blokirni pufer: 5-odstotna (m/V) raztopina mleka v prahu ,Marvel“, 0,1-odstotna (V/V) raztopina Tween-20 (v
obliki sirupa polioksietilen sorbiton monolavrata) v fosfatnem pufru s soljo (PBS).

Monoklonska protitelesa: 3-17-A3 (kot supernatant kulture hibridoma), usmerjen na za skupino specifi¢ni
polipeptid p7, shranimo pri -20 °C ali liofiliziramo ter pred uporabo razred¢imo z blokirnim pufrom v razmerju
1:50.

Konjugat: kungji antimisji globulin (absorbiran in eluiran) konjugiran s hrenovo peroksidazo in shranjen v temi
pri 4 °C.

Substrat in kromogen: 0,2 g ortofenilen diamina (OPD) raztopimo v pufru iz 2,553 g citronske kisline in 4,574 g
dinatrijevega hidrogenortofosfata in dopolnimo do 500 ml z destilirano vodo, raztopino razdelimo na alikvote
po 25 ml in shranimo v temi pri -20 °C; tik pred uporabo dodamo 12 pl vodikovega peroksida (30 % m/V) na
25 ml

Z OPD RAVNAJTE PREVIDNO - NOSITE GUMIJASTE ROKAVICE — DOMNEVNI MUTAGEN.
1-molarna zveplova kislina: 26,6 ml kisline dodamo v 473,4 ml destilirane vode.
NE POZABITE — VEDNO DODAJAMO KISLINO K VODI, NIKOLI VODO H KISLINIL.

Krozni stresalnik.

. Citalnik plo3cic ELISA (test lahko od¢itamo vizualno).
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SHEMA TESTA

H G F E D C B A
Slepa kontrola Antigen + konjugat
Kontrola Antigen + Mab + konjugat
Mab
Pozitivna Antigen + pozitivni serum + Mab + konjugat
kontrola

12 1/4 1/8 1)16 1/32 1/64 1/128 1/256

Preskusni serumi
1)2 1/4 1/8 1/16 1)2 1/4 1/8 1/16

Preskusni serumi

10

11

12
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PROTOKOL TESTA

Slepa kontrola

Vrstica 1 A — H je slepa kontrola iz antigena BTV in konjugata. Lahko se uporabi za umerjanje ¢italnika ELISA.

Kontrola Mab

Vrstica 2 A — H je kontrola monoklonskega protitelesa in jo sestavljajo antigen BTV, monoklonska protitelesa in konjugat.
Predstavlja negativno kontrolo. To pomeni, da od¢itki opti¢ne gostote iz te kontrolne vrstice predstavljajo vrednost inhibicije 0 %.

Pozitivna kontrola

Vrstica 3 A — H je pozitivna kontrola. Sestavljajo jo antigen BTV, razred¢ine BTV pozitivnega seruma, Mab in konjugat. Vkljucena
je v test kot kazalnik pravilnega delovanja testa in od testa do testa bi se morale pojaviti podobne ravni inhibicije.

Preskusni serumi

Po zgoraj prikazani shemi testa, se lahko testira 18 serumov, razred¢enih v razmerjih 1:2, 1:4, 1:8 in 1:16. To bo pokazalo
priblizni titer protiteles v preskusnih serumih. Razpon razred¢itev se lahko poveca, da se dobijo koncne tocke razred¢in seruma.
Pri obseznih seroloskih raziskavah pa se serumi lahko testirajo le pri eni razredcitvi (1:4) ali dveh razredcitvah (1:2 in 1:4) za
hitri presejalni test.

POSTOPEK

1. Antigen BTV razred¢imo s PBS do predhodno titrirane koncentracije, na kratko soniciramo, da razbijemo skupke virusa (¢e
nimamo na voljo ultrazvoéne naprave, dobro premesamo s pipetiranjem), in damo po 50 pl v vsako vdolbinico ploscice
ELISA. Na rahlo potrkamo po stranici ploi¢ice, da se antigen dispergira.

2. Inkubiramo 60 minut pri 37 °C na kroZnem stresalniku. Ploi¢ice trikrat speremo, tako da vdolbinice zalijemo z nesterilnim
PBS in jih spet izpraznimo, nato jih popivnamo do suhega z vpojnim papirjem.

3. Vvsako vdolbinico dodamo po 50 pl blokirnega pufra. V ustrezne vdolbinice dodamo preskusne serume in pozitivni serum
ter razred¢imo vzorce po celi ploscici z veckanalno pipeto. Slepemu kontrolnemu vzorcu in kontrolnemu vzorcu Mab ne

dodamo serumov.

4. Takoj po dodatku preskusnih serumov, Mab razred¢imo z blokirnim pufrom (do predhodno titrirane razred¢itve) in dodamo
po 50 pl raztopine v vsako vdolbinico razen v vdolbinice slepe kontrole.

5. Inkubiramo 60 minut pri 37 °C na kroznem stresalniku. Trikrat speremo s PBS in popivnamo do suhega.

6. Kundji antimigji koncentrat razred¢imo z blokirnim pufrom v razmerju 1:5 000 in dodamo po 50 pl v vsako vdolbinico
ploscice.

7. Inkubiramo 60 minut pri 37 °C na kroZnem stresalniku. Trikrat speremo s PBS in popivnamo do suhega.

8. Odtajamo OPD in tik pred uporabo vsakemu alikvotu 25 ml OPD dodamo po 12 pl 30-odstotnega vodikovega peroksida.
V vsako vdolbinico plos¢ice dodamo po 50 pl. Po¢akamo priblizno 10 minut, da se razvije barva, nato reakcijo ustavimo

z 1-molarno Zveplovo kislino (50 pl na vdolbinico). Obarvati bi se morali vzorci v vdolbinicah kontrole Mab in v tistih, ki
vsebujejo serume BREZ protiteles proti BTV.

9. Ploscice pregledamo vizualno ali s spektrofotometri¢nim ¢italnikom in zabelezimo rezultate.

ANALIZA REZULTATOV

Izra¢unamo srednjo vrednost od¢itkov OD kontrolnih vzorcev Mab. Ta vrednost predstavlja vrednost inhibicije 0 %. Odcitke
opti¢ne gostote pri preskusnih serumih izrazimo kot odstotek inhibicije po naslednji enacbi:

OD v prisotnosti preskusnega seruma
Odstotek inhibicije = 100 - - x 100.
OD v odsotnosti preskusnega seruma

Vrednosti inhibicije nad 40 % pri razredcitvi seruma 1:4 se Stejejo za pozitivne. Mozno je vizualno od¢itavanje, saj je 40-odstotna
inhibicija najnizja vrednost, ki jo brez teZav zaznamo s prostim ocesom.
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10.

11.

PRIPRAVA ANTIGENA BTV ELISA

Deset ,roux” konfluentnih celic BHK-21 trikrat speremo z gojis¢em po Eaglu brez seruma in inficiramo z virusom bolezni
modrikastega jezika serotipa 1 v goji§¢u po Eaglu brez seruma.

Inkubiramo pri 37 °C in vsak dan pregledamo, ali se je pojavil citopatski uc¢inek (CPE).
Ko je CPE ociten pri 80-90 % celi¢ne plasti vsake ,roux”, poZanjemo virus s stresanjem $e pritrjenih celic s stekla.
Centrifugiramo pri 2 000-3 000 vrt/min, da peletiramo celice.

Zavrzemo supernatant in celice resuspendiramo v priblizno 30 ml PHS, ki vsebuje 1 % ,Sarkosyla“ in 2 ml fenolmetilsulfonil
fluorida (lizirni pufer). To lahko povzroci tvorbo gela celic in dodamo lahko $e nekaj lizirnega pufra, da ta u¢inek zmanjsamo.

OPOMBA: fenilmetilsulfonil fluorid je zdravju skodljiv — z njim ravnajte zelo previdno.

Celice 60 sekund lo¢ujemo z ultrazvoéno sondo pri amplitudi 30 mikronov.

Centrifugiramo 10 minut pri 10 000 vrt/min.

Supernatant shranimo pri +4 °C, preostalo peleto celic pa resuspendiramo v 10-20 ml lizirnega pufra.
Vse skupaj trikrat soniciramo in zbistrimo ter vsakokrat shranimo supernatant.

Zdruzimo supernatante in jih 120 minut centrifugiramo pri 24 000 vrt/min in +4 °C nad 5 ml podlage iz 40-odstotne
saharoze (m/V v PBS) v 30-mililitrskih Beckmannovih centrifugirkah z uporabo rotorja SW 28.

Zavrzemo supernatant, temeljito odcedimo centrifugirke in peleto s sonikacijo resuspendiramo v PBS. Alikvote antigena
shranimo pri -70 °C.

TITRACIJA ANTIGENA BTV ELISA

Antigen bolezni modrikastega jezika ELISA titriramo s posredno ELISO. Dvakratne razred¢ine antigena titriramo s konstantno
razred¢ino (1:50) monoklonskih protiteles 3-17-A3. Protokol je naslednji:

POSTOPEK

1.

Antigen BTV razred¢imo s PBS po celi mikrotitrski plos¢ici v seriji dvakratnih razredcitev (50 pljvdolbinico) z uporabo
veckanalne pipete.

Inkubiramo 1 uro pri 37 °C na kroznem stresalniku.

. Plos¢ice trikrat speremo s PBS.

V vsako vdolbinico mikrotitrske ploscice dodamo po 50 pl monoklonskih protiteles 3-17-A3 (razred¢enih v razmerju 1:50).

Inkubiramo 1 uro pri 37 °C na kroznem stresalniku.

. Plos¢ice trikrat speremo s PBS.

V vsako vdolbinico mikrotitrske plos¢ice dodamo 50 pl kuncjega antimisjega globulina konjugiranega s hrenovo peroksidazo
in razredenega do predhodno titrirane optimalne koncentracije.

Inkubiramo 1 uro pri 37 °C na kroznem stresalniku.

Dodamo substrat in kromogen, kakor je bilo prej opisano. Po 10 minutah ustavimo reakcijo z dodatkom 1-molarne Zveplove
kisline (50 pl/vdolbinico).

Pri kompetitivni analizi morajo biti monoklonska protitelesa v prebitku, zato izberemo razredcitev antigena, ki lezi znotraj
titracijske krivulje (ne v obmodju platoja) in pri kateri je po 10 minutah OD priblizno 0,8.
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Protokol za imunodifuzijo v agarskem gelu za odkrivanje protiteles proti epizootski hemoragi¢ni bolezni

Imunodifuzija v agarskem gelu se izvede po naslednjem protokolu:

PRIBOR IN REAGENTI

1.

Antigen

Precipitinogeni antigen pripravimo v katerem koli sistemu celi¢ne kulture, ki omogoca hitro mnoZenje ustreznega serotipa
virusa epizootske hemoragi¢ne bolezni. Priporoca se uporaba celic BKH ali vero. Ob koncu rasti virusa je antigen sicer
prisoten v supernatantu, vendar ga je treba skoncentrirati 50- do 100-krat, da je u¢inkovit. To lahko dosezemo s standardnim
postopkom koncentriranja beljakovin; virus in antigen lahko inaktiviramo z dodatkom 0,3-odstotnega (V/V)
beta-propiolaktona.

2. Znani pozitivni kontrolni serum
Z uporabo mednarodnega referen¢nega seruma in antigena pripravimo nacionalni standardni serum, ga standardiziramo za
optimalno razmerje proti mednarodnemu referen¢nemu serumu, liofiliziramo in v vsakem testu uporabimo kot znani
kontrolni serum.
3. Preskusni serum
POSTOPEK
1. V petrijevko vlijemo 1-odstotno agarozo, pripravljeno v boratnem ali natrijevem barbitalnem pufru pH 8,5 do 9,0, v debelini
najmanj 3,0 mm.
2.V agar zarezemo vzorec sedmih luknjic brez vlage s premerom 5,0 mm. Vzorec sestavljajo ena sredis¢na luknjica in Sest
luknjic, razporejenih okrog nje v krogu s polmerom 3 mm.
1
6 2
X
5 3
4
3. Sredis¢no luknjico napolnimo s standardnim antigenom. Luknjice 2, 4 in 6 napolnimo z znanim pozitivnim serumom,
luknjice 1, 3 in 5 pa s preskusnimi serumi.
4. Petrijevko inkubiramo do 72 ur pri sobni temperaturi v zaprti vlazni komori.

RAZLAGA REZULTATOV

Preskusni serum je pozitiven, ¢e oblikuje specificno precipitacijsko ¢rto z antigenom, ki je popolnoma enaka vodilni érti
kontrolnega seruma. Preskusni serum je negativen, Ce ne oblikuje specificne ¢rte z antigenom in ne ukrivi ¢rte kontrolnega
seruma. Petrijevke pregledujemo na temnem ozadju ob neposredni osvetlitvi.



