Revidovany pieklad pravniho predpisu Evropskych spolecenstvi

NARIZENI KOMISE (ES) ¢&. 535/2002

ze dne 21. biezna 2002,

kterym se méni priloha C smérnice Rady 64/432/EHS a rozhodnuti 2000/330/ES

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na sohledem na smérnici Rady 64/432/EHS ze dne 26. Cervna 1964
o veterinarnich otdzkach obchodu se skotem a prasaty uvnité Spoledenstvi', naposledy
pozmén&nou rozhodnutim Komise 2001/298/ES?, a zeéjména na-&l. 16 odst. 1 druhy
pododstavec uvedené smérnice,

vzhledem k t€émto ddvodum:

(1)

(2)

&)

(4)

)

(6)

dne 11.fijna 1999 piijal Védecky vybor pro otazky zdravi a dobré zivotni
podminky zvifat zpravu® o zméné technickych piiloh smérnice 64/432/EHS na
zékladé¢ vysledki védeckého vyvoje woblasti tuberkuldzy, brucelozy a
enzootické leukozy skotu;

podle uvedené zpravy by mély byt testy na brucelézu provadény podle
Ptirucky standardi pro diagnostické testy a ockovaci latky vydaného
Mezinarodnim Ufadem pro nakazy zvitat (OIE) ve tfetim vydani v roce 1996;

v srpnu roku 2001 vydal OIE ctvrté vydani z roku 2000 zminéné ptirucky
s n€kterymi zménami v popisu testli na bruceldzu;

bylo tudiz nezbytné¢ zmenit piilohu C smérnice 64/432/EHS a stanovit postupy
testovani pro dohled -a pro ucely obchodu uvniti Spolecenstvi s maximalnim
piihlédnutim k normam OIE, ale také k doporucenim Védeckého vyboru a
narodnich referencnich laboratoti v ¢lenskych statech spolupracujicich v ramci
Sité¢ narodnich referencnich laboratoti Evropské unie pro brucelozu;

rozhodnuti Komise 2000/330/ES ze dne 18. dubna 2000, kterym se schvaluji
testy  k detekci protilatek proti bruceldoze skotu vramci smérnice Rady
64/432/EHS* by tudiz m&lo byt zm&néno;

opatieni tohoto nafizeni jsou v souladu se stanoviskem Stalého veterinarniho
vyboru,
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wvest. 121, 29. 7. 1964, s. 1977/64.
.veést. L 102, 12. 4. 2001, s. 63.

3 SANCO/B3/R10/1999.
* Ur. vést. L 114, 13. 5. 2000, s. 37.



Revidovany pieklad pravniho predpisu Evropskych spolecenstvi

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Clanek 1

Ptiloha C smérnice 64/432/EHS se nahrazuje ptilohou tohoto nafizeni.

Cldnek 2
Rozhodnuti 2000/330/ES se méni takto:
1. Clanek 1 se nahrazuje timto:
., Clanek 1

Test reakce vazby komplementu, testy s pufrovanym brucelovym antigenem
a testy ELISA provadéné v souladu s ustanovenimi.piilohy C smérnice
64/432/EHS se timto schvaluji pro ucely osvédcovani.*

2. Ptiloha se zrusuje.

Clinek 3

Toto nafizeni vstupuje v platnost dvacatym dnem po vyhlaseni v Urednim véstniku
Evropskych spolecenstvi.

Toto nafizeni je zavazné v celém rozsahu a pifimo pouzitelné ve vSech clenskych
statech.

V Bruselu dne 21. bfezna 2002.

Za Komisi
David BYRNE
clen Komise



2.1

2.1.1

PRILOHA

L PRILOHA C

BRUCELOZA

IDENTIFIKACE PUVODCE

Prokazani mikroorganismti s morfologii Brucelly na zékladé modifikovaného
kyselého nebo imunospecifického barveni v materialu z abortd, vytoki
z pochvy nebo v mléce zakladd domnénku vyskytu bruceldzy, zvlaste je-li
podpofeno sérologickymi testy.

Po izolaci by se mél pfisluSny druh nebo biovar identifikovat 1yzou fagi
a/nebo testy oxidativniho metabolismu, kultivacnimi, biochemickymi a
sérologickymi kritérii.

Postupy a pouzitd média, jejich standardizace a vyklad vysledkli musi
odpovidat ukazateliim, které jsou specifikovany v Piirucce standardd pro
diagnostické testy a ockovaci “latky OIE, €tvrt¢ vydani zroku 2000,
v kapitole 2.3.1 (bruceldza skotu), v kapitole 2.4.2 (bruceldza koz a ovci) a
v kapitole 2.6.2 (bruceldza prasat).

IMUNOLOGICKE TESTY
Standardy

K ptipravé vSech antigenti. pouzitych v testu s bengalskou cerveni (RBT),
v séroaglutinacnim testu (SAT), v testu reakce vazby komplementu (CFT) a
v krouzkovém testu s mlékem (MRT) musi byt pouzit Brucella abortus
biovar 1 kmen Weybridge ¢. 99 nebo kmen USDA 1119-3.

Standardnim referenénim sérem pro testy RMT, SAT a MRT je mezinarodni
referenéni standardni sérum OIE (OIEISS), ptvodné zvané druhé
mezinarodni anti-Brucella abortus sérum WHO (ISAbS).

Standardnimi referennimi séry pro testy ELISA jsou:
— OIEISS,

— slabé pozitivni standardni sérum OIE ELISA (OIEELISAwpSS),

siln€ pozitivni standardni sérum OIE ELISA (OIEELISAgpSS),

negativni standardni sérum OIE ELISA (OIEELISANSS).

Vyse uvedena standardni séra je mozno ziskat od Veterinary Laboratories
Agency (VLA), Weybridge, Spojené kralovstvi.
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Standardy OIEISS, OIEELISAwpSS, OIEELISAgpSS, a OIEELISANSS jsou
mezindrodnimi primarnimi standardy, ze kterych musi vychazet sekundarni
referenéni néarodni standardy (,,pracovni standardy”) pro kazdy =z testl
v kazdém ze Clenskych statt.

Enzymoimunoanalyzy (testy ELISA) nebo jiné aglutina¢ni testy
k detekci brucelozy skotu v séru nebo mléce

Material a reakcéni cinidla

Je nutné, aby pouzita metoda a vyklad vysledki byly validovany v souladu
s principy uvedenymi v kapitole 1.1.3 Pfirucky standardli pro diagnostické
testy a ockovaci latky OIE, ¢tvrté vydani zroku 2000, a mély by
pfinejmensim zahrnovat laboratorni a diagnostické studie.

Standardizace testu
Standardizace postupu testu pro jednotlivé vzorky séra:

a) piedfedéni 1/150° u OIEISS nebo. piedfedéni 2 u OIEELISAwpSS
nebo prediedéni 1/16 u OIEELISgpSS piipravené¢ v negativnim séru
(nebo ve smési negativnich sér) by mélo dat pozitivni reakei,

b) prediedéni 1/600 u OIEISS nebo ptediedéni 1/8 u OIEELISAwpSS
nebo prediedéni 1/64 u OIEELISgpSS pripravené v negativnim séru
(nebo ve smési negativnich sér) by mélo dat negativni reakci;

c¢)  OIEELISANSS by méla dat vzdy negativni reakci.
Standardizace postupu testu pro vzorky smésného séra:

a)  ptredfedéni 1/150 w OIEISS nebo ptediedéni 2 u OIEELISAwpSS nebo
prediedéni 1/16 u OIEELISspSS piipravené v negativnim séru (nebo ve
smési negativnich sér) a znovu ziedéné v negativnim séru poctem
vzorkl tvoticich smés by m¢lo dat pozitivni reakei;

b)  OIEELISANSS by méla dat vzdy negativni reakci;

c) test musi byt schopny prokazat infekci u jednotlivého zvifete ze
skupiny zvitat, od kterych byly vzorky séra dany do smési.

Standardizace postupu testu pro vzorky smési mléka nebo syrovatky:

a) prediedéni 1/1000 u OIEISS nebo piediedéni 1/16 u OIEELISAwpSS
nebo prediedéni 1/125 u OIEELISspSS pfipravené v negativnim séru
(nebo smési negativnich sér) a znovu zfedéné 1/10 v negativnim mléce
by m¢lo davat pozitivni reakci,

> Pro ugely této piilohy jsou fedéni stanovena pro vytvafeni tekutych reakénivh
cinidel vyjadfena tak, ze napt. 1/150 znamena fedéni 1 na 150.
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b)  OIEELISANSS zfedéna 1/10 v negativnim mléce by méla vzdy davat
negativni reakci;

c) test musi byt schopny prokazat infekci u jednotlivého zvifete ze
skupiny zvitat, od kterych byly vzorky mléka nebo syrovatky smichany
do smési.

Podminky pro pouziti testit ELISA pro diagnostiku brucelozy skotu:

Pii pouziti vySe uvedenych podminek kalibrace pro testy ELISAS/ na
vzorcich séra se diagnosticka citlivost testu ELISA musi rovnat citlivosti
RBT nebo SFT nebo byt vyssi s pfihlédnutim k epizootologické situaci, za
které je test pouzivan.

Pti pouziti vySe uvedenych podminek kalibrace pro test ELISA na smésnych
vzorcich mléka se diagnosticka citlivost testu ELISA musi rovnat citlivosti
MRT nebo byt vyssi s piihlédnutim nejen k epizootologicke situaci, ale také
k primérnym nebo vysokym poctim zvifat posuzovanych chovu.

Pokud se testy ELISA pouzivaji pro ucely osvédCovani v souladu s ¢l. 6
odst. 1 nebo pro uznani a udrzeni statusu chovu v souladu s pfilohou A
kapitolou II bodem 10 se vkladani vzorkii séra do smési musi provadét
takovym zpisobem, aby vysledky testu ‘mély nepochybny vztah
k jednotlivému zvifeti zahrnutému. ve/ smésném vzorku. Piipadny
potvrzovaci test se musi provadét na vzorcich séra odebranych od
jednotlivych zvifat.

Testy ELISA mohou byt pouzivany na vzorku mléka odebraného z mléka
shromazdéného z hospodaistvi s nejméné 30 % dojnic v laktaci. Pouziva-li se
tato metoda, musi byt ucinéna opatieni pro zajiSténi toho, aby se vzorky
nepochybné vztahovaly k jednotlivym zvifatim, od kterych mléko pochazi.
Ptipadny potvrzovaci test se musi provadét na vzorcich séra odebranych od
jednotlivych zvifat.

Test reakce vazby komplementu (CFT)

Antigen predstavuje bakterialni suspenzi v solném roztoku s fenolem (NaCl
0,85 % (hmot./obj.) a fenol pti 0,5 % (obj./obj.) nebo ve veronalovém pufru.
Antigeny mohou byt dodavany v koncentrovaném stavu za ptedpokladu, ze
faktor fedéni, ktery ma byt pouzit, je uveden na etiketé lahvicky. Antigen
musi byt skladovan pfi teploté 4 °C a nesmi zmrznout.

Sérum se musi inaktivovat takto:
— sérum skotu: 56 az 60 °C po dobu 30 az 50 minut,
— sérum prasat: 60 °C po dobu 30 az 50 minut.

K provedeni vérohodné reakce béhem postupu testu by se méla pouzit davka
komplementu vyssi, nez je minimum potiebné k uplné hemolyze.
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Pfi provadéni testu reakce vazby komplementu musi byt pokazdé provedeny
tyto kontroly:

a)  kontrola antikomplementarniho ucinku séra;

b)  kontrola antigenu;

¢)  kontrola senzibilizovanych ¢ervenych krvinek;

d)  kontrola komplementu;

e)  kontrola citlivosti na poc¢atku reakce pii pouziti pozitivniho séra;
f)  kontrola specifi¢nosti reakce pouzitim negativniho sera.

Vypocet vysledkui

OIEISS obsahuje 1 000 mezinarodnich jednotek CFT (ICFTU) na 1 ml. Je-li
danou metodou testovano OIEISS, udava se vysledek jako titr (Togiss).
Vysledek testu pro testované sérum dané jako titr (Trgsrsgrum) musi byt
vyjadien v ICFTU na 1 ml. Za ucelem pfevodu vyjadieni titru na ICFTU je
mozno faktor F nutny k pievodu’ titru- neznameého testovaného séra
(Ttestserum), které se takovou metodou testuje, zjistit ze vzorce:

F =1 000 x1/Toriss

a obsah mezinarodnich jednotek CFT na ml séra v testu (ICFTUrgstserum)
Z€e VZorce:

ICFTUsgstserum = F * TrestsEruM
Vyklad vysledkii
Sérum obsahujici 20 nebo vice ICFTU na 1 ml se povazuje za pozitivni.
Krouzkovy test mléka
Antigen predstavuje bakterialni suspenzi v solném roztoku s fenolem (NaCl
0,85 % (hmot./obj.) a fenol pii 0,5 % (obj./obj.) a je barven hematoxylinem.

Musi byt skladovan pfi teploté 4 °C a nesmi zmrznout.

Citlivost antigenu musi byt standardizovana ve vztahu k OIEISS takovym
zpusobem, Ze antigen vytvafi pozitivni reakci sfedénim OIEISS 1/500
v negativnim mléce, zatimco fedéni 1/1000 by mélo byt negativni.

Krouzkovy test musi byt proveden na vzorcich ptedstavujicich obsah kazdé
konve mléka nebo obsah kazdého ze smésnych nadrzi z ptislusSného
hospodafstvi.

Vzorky mléka nesmi zmrznout, nesmi se zahfat a nesmi byt vystaveny
silnym otfestim.

Reakce se musi uskutec¢nit pouzitim jedné z téchto metod:
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— ve sloupci mléka o vySce nejméné 25 mm a objemu mléka 1 ml, ke
kterému bylo ptfiddno bud’ 0,03 ml anebo 0,05 ml jednoho ze
standardizovanych obarvenych antigentl,

— ve sloupci mléka o vySce nejméné 25 mm a objemu mléka 2 ml, ke
kterému bylo pfiddno 0,05 ml jednoho ze standardizovanych
obarvenych antigentl,

— v objemu mléka 8 ml, ke kterému bylo ptidano 0,08 ml jednoho ze
standardizovanych obarvenych antigend.

Smés mléka a antigeni musi byt inkubovana pfi teplot€¢ 37 °C po dobu 60
minut soubézné s pozitivnimi a negativnimi pracovnimi standardy. Citlivost
testu zvySuje jesté naslednd inkubace dobu 16 az 24 hodin pii teploté 4 °C.

Vyklad vysledk:
a)  negativni reakce: mléko zbarvené, smetana nezbarvena;
b)  pozitivni reakce:
— mléko a smetana maji stejné zbarveni, nebo
— mléko nezbarvené a smetana zbarvena.
Test s bengalskou ¢erveni na plotné (RBT)

Antigen predstavuje bakteridlni suspenzi v pufrovaném fedidlu antigenu
Brucelly s pufrem s pH 3,65 £0,05 pii barveni bengalskou ¢erveni. Antigen
ma byt dodavan ptipraveny Kk pouziti a musi byt skladovan pfi teploté 4 °C a
nesmi zmrznout.

Antigen ma byt pfipraven bez ohledu na koncentraci bun¢k, avSak jeho
citlivost musi byt standardizovana ve vztahu k OIEISS tak, Ze antigen vyvola
pozitivni reakei s fedénim séra 1/45 a negativni reakci s fedénim 1/55.

Test RBT se provadi timto zpiisobem:

a) sérum (20 - 30 pl) se smicha se stejnym objemem antigenu na bilé
dlazdicové plotné nebo emailové plotné tak, aby se vytvofila zona
o pruméru piiblizn€¢ 2 cm. Smés se promichdva mirnym pohybem po
dobu 4 minut pii teploté okolniho prostfedi a pii dobrém osvétleni se
pozoruje aglutinace.

b) . muze se pouzit automatizovand metoda, musi vSak byt pfinejmensim
tak citliva a pfesna jako metoda rucni.

Vyklad vysledkii

Jakékoliv viditelnd reakce se povazuje za pozitivni, pokud neni na okrajich
nadmérné zaschnuti.
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Do kazdé ze sérii testli by m¢ly byt zahrnuty pozitivni a negativni pracovni
standardy.

Séroaglutinacni test (SAT)

Antigen predstavuje bakterialni suspenzi v solném roztoku s fenolem (NaCl
0,85 % (hmot./obj.) a fenol pti 0,5 % (obj./obj.). Formaldehyd se nesmi
pouZzit.

Antigeny mohou byt dodavany v koncentrovaném stavu za ptredpokladu; Ze
faktor fedéni, ktery ma byt pouzit, je uveden na etiketé lahvicky.

K suspenzi antigenu mize byt pfidano EDTA na finalni fedéni testu 5 mM,
aby se u séroaglutinacniho testu snizil pocet faleSné pozitivnich vysledkd.
Nasledné musi byt hodnota pH 7,2 u suspenze antigenu znovu upravena.

OIEISS obsahuje 1 000 mezinarodnich jednotek-aglutinace.

Antigen se piipravi bez ohledu na koncentraci bungk, avSak jeho citlivost
musi byt standardizovana ve vztahu k OIEISS takovym zpiisobem, Ze
antigen vytvaii bud 50 % aglutinace pfi findlnim fedéni séra 1/600 az
1/1 000, anebo 75 % aglutinace s findlnim fedénim séra 1/500 az 1/750.

Lze také doporucit porovnani reaktivity novych a predtim standardizovanych
Sarzi antigenu uzitim skupiny definovanych sér.

Test se provadi bud’ ve zkumavkach, nebo na mikrotitraénich desti¢kach.
Sm¢és antigenu a patficnych redéni séra by se méla inkubovat po dobu 16 az
24 hodin pfi teplote 37°.

Pro kazdé ze sér se musi pfipravit alespon tii fedéni. Redéni podezielych sér
se musi provadét takovym zpiisobem, Ze odecitani reakce se provadi v pasmu
pozitivity v prostfednich zkumavkach (nebo v prostiednich jamkéch pfii
odecitani na mikrotitraénich destickachu).

Vyklad vysledkii

Stupeit aglutinace Brucella v séru musi byt vyjadien v IU na 1 ml.

Sérum obsahujici 30 nebo vice IU na 1 ml se povazuje za pozitivni.
DOPLNKOVE TESTY

KozZni test na Brucelozu (BST)

Podminky pro pouZziti testu

a) Kozni test na brucelézu se nesmi pouzivat k ucelu osvédCovani pro
obchod uvniti Spolecenstvi.



3.1.3.1

3.1.3.2

3.1.33

3.1.34

3.2

3.2.1

3.2.2

b) Kozni test na brucelézu je jednim z nejspecifictéjSich testi ke
zjistovani bruceldzy u neockovanych zvitat, ale diagndza by se neméla
stanovovat jen na zaklad€ pozitivnich intradermalnich reakci.

c¢) Skot, ktery je testovan snegativnim vysledkem v jednom ze
sérologickych testll definovanych v této piiloze a ktery reaguje na BST
pozitivné, se povazuje za nakazeny.

d)  Skot, ktery je testovan pti jednom ze sérologickych testti definovanych
v této priloze a je pozitivni, mize byt podroben BST, aby byl podpoten
vyklad vysledkl sérologického testu, zejména pokud chovii brucelozy
prostych nebo ufedné prostych nemuize byt vyloucena zkiizena reakce
s protilatkami proti jinym bakteriim.

Test se musi provést s pouzitim standardizovaného a definovaného ptipravku
brucelového alergenu, ktery neobsahuje lipopolysacharidovy antigen S-
formy (LPS), protoze ten muize vyvolat nespecifické zanétlivé reakce nebo
muze interferovat s naslednymi sérologickymi testy.

Jednim z takovych ptipravki je Brucellin. INRA pripraveny z kmene R-
formy B. melitensis. Pozadavky na jeho vyrobu jsou podrobné uvedeny
v Casti B2 kapitole 2.4.2 Piirucky 'standardi pro diagnostické testy a
ockovaci latky OIE, ¢tvrté vydani zroku 2000.

Postup testu

Mnozstvi 0,1 ml brucelového alergenu se intradermalné vpravi do predocasni
fasy, klize boku nebo dopostranni casti krku.

Test se odecte po 48 az 72 hodinach.

Tloustka kize vmist€ vpichu se méii kutimetrem pred injekci a pfi
opétovném vysetieni.

Vyklad vysledkt

Silné reakce se snadno rozeznaji jako mistni otok a ztvrdnuti.
Zesileni ktize 0 1,5 az 2 mm se povazuje za pozitivni reakci na BST.
Kompetitivni enzymoimunoanalyza (cELISA)

Podminky pro pouziti cELISA

a) test cELISA se nesmi pouzivat pro ucely osvéd¢ovani pro obchod
uvnitt Spolecenstvi.

b)  test cELISA vykazal vyssi specificnost nez napt. nepiimy test ELISA,
a mize byt tedy pouzivan na podporu vykladu vysledki sérologického
testu.

Postup testu
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Test se provadi v souladu s predpisem v Pfirucce standardl pro diagnostické
testy a oCkovaci latky OIE, ¢tvrté vydani z roku 2000, kapitola 2.3.1 2) pism.

a).

NARODNI REFERENCNI LABORATORE

Ukoly a povéieni

Narodni referen¢ni laboratote jsou ptislusné pro:

a)

b)

c)

d)

e)

schvalovani vysledkt validacnich studii, které prokazuji spolehlivost
metody testu pouzité v ¢lenském state;

uréovani maximalniho poctu vzorkl, které mohou byt slouceny do
smési u pouzitych souprav ELISA;

kalibraci sekundarnich referen¢nich narodnich standardnich sér
(,,pracovnich standardi*) proti primarnimu séru.mezinarodniho
standardu uvedenému v bodu 2.1;

kontroly kvality vSech Sarzi -amtigeni a Sarzi souprav ELISA
pouzivanych v ¢lenském stat¢;

spolupraci v ramci Sit¢ nérodnich referencnich laboratoti Evropskeé
unie pro brucelozu.

Seznam narodnich referenénich laboratori

BELGIE

Centre d’études et-.de recherches vétérinaires et agrochimiques
(CERVA/CODA)

Groeselenberg 99

B-1180 Bruxelles/Brussel

DANSKO

Danish Veterinary Institute

Bulowsvej 27

DL-1790 Copenhagen

FINSKO

National Veterinary and Food Research Institute

Hameentie 57
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PO Box 45

FIN-00581 Helsinki

FRANCIE

Laboratoire national et OIE/FAO de référence pour la brucellose
Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA)
BP 67

F-94703 Maison-Alfort Cedex

IRSKO

Brucellosis Laboratory
Model Farm Road
Cork

Ireland

ITALIE
Instituto Zooprofilattico Sperimentale dell”’Abruzzo e del Molise
Via Campo Boario

[-64100 Teramo

LUCEMBURSKO

State Laboratory for Veterinarian Medicine
54, avenue Gaston Diderich

B.P. 2081

L-1020 Luxembourg

NEMECKO

Bundesinstitut fur Gesundheitlichen Verbraucherschutz
Veterindrmedizin (BGVV)
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