Priloga IV

         POGOJI ZA PRIDOBITEV, OHRANITEV OZIROMA ODVZEM

                      ZDRAVSTVENEGA STATUSA

I. ZDRAVSTVENI STATUS JE LAHKO:

- goveja čreda, uradno prosta tuberkuloze, če so izpolnjeni

pogoji iz 2. oziroma 3.   točke II. dela te priloge;

- država ali del države, uradno prosta tuberkuloze,  če so

izpolnjeni pogoji iz 6.oziroma 7. točke II. dela te priloge;

- goveja čreda, uradno prosta bruceloze, če so izpolnjeni pogoji

iz 2. oziroma 3. točke III. dela te priloge;

- država ali del države, uradno prosta bruceloze, če so

izpolnjeni pogoji iz 6. oziroma 7. točke III. dela te priloge;

- čreda, uradno prosta enzootske  goveje levkoze (EGL), če so

izpolnjeni pogoji iz  2. oziroma 3. točke IV. dela te priloge;

- država ali del države, uradno prosta EGL, če so izpolnjeni

pogoji iz 6. oziroma 7. točke IV. dela te priloge.

II. TUBERKULOZA

1. Za namene tega dela priloge imajo uporabljeni izrazi naslednji

pomen:

- živali so vsa goveda, razen goved na kulturnih in športnih

prireditvah;

- intradermalni tuberkulinski test je test, ki je opisan, izveden

in ocenjen v skladu z II.a delom te priloge.

2. Goveja čreda je uradno prosta tuberkuloze, če so izpolnjeni

naslednji pogoji:

(a) nobena žival v čredi ne kaže kliničnih znakov tuberkuloze;

(b) so vse živali v čredi, starejše od šest tednov, negativno

reagirale na dva intradermalna tuberkulinska testa; prvi test se

opravi šest mesecev po izključitvi vseh okuženih ali sumljivih

živali v čredi, drugi pa šest mesecev kasneje.

Če je čreda sestavljena izključno iz živali, ki izvirajo iz čred,

uradno prostih tuberkuloze, se prvi test opravi vsaj 60 dni po

formiranju črede, drugi test pa ni potreben;

(c) če se po opravljenem prvem testu iz prejšnje točke čredi

priključi nova žival, starejša od šest tednov, mora le-ta

reagirati negativno na intradermalni tuberkulinski test; test

mora biti opravljen ali v 30 dneh pred ali v 30 dneh po

vključitvi nove živali v čredo; če se test opravi v 30 dneh po

vključitvi nove živali, je treba novo žival, dokler ni dokazano

negativna, fizično izolirati od drugih živali v čredi tako, da se

onemogoči vsak posredni ali neposredni stik z ostalimi živalmi.

Testi niso obvezni za živali, ki izhajajo iz čred, uradno prostih

tuberkuloze, če se vsi premiki živali registrirajo na predpisan

način.

3. Goveja čreda obdrži status črede, uradno proste tuberkuloze,

če so izpolnjeni naslednji pogoji:

(a) dokler so izpolnjeni pogoji iz točk 2a in 2c tega dela

priloge;

(b) če vse nove živali prihajajo iz čred, uradno prostih

tuberkuloze;

(c) če se enkrat letno na vseh živalih, razen na teletih, mlajših

od šest tednov, ki so bila rojena na tem gospodarstvu, redno

opravljajo intradermalni tuberkulinski testi.

Ne glede na prejšnji odstavek se pogostnost rednih preiskav lahko

spremeni, in sicer:

- če letno povprečje čred na določenem območju, v katerih je bila

potrjena okužba s tuberkulozo, v zadnjih dveh enoletnih

kontrolnih obdobjih ni večje od 1%, se lahko presledek med dvema

rednima preiskavama podaljša na dve leti;  moške živali za

pitanje, ki izhajajo iz čred, uradno prostih tuberkuloze in so

znotraj epidemiološke celote, se lahko oprosti preiskav; za te

živali mora uradni veterinar za inšpekcijski nadzor izdati

odločbo, na podlagi katere gredo lahko te živali le neposredno v

zakol in se nikakor ne smejo uporabljati kot plemenske živali;

- če letno povprečje čred na določenem območju, v katerih je bila

potrjena okužba s tuberkulozo, v zadnjih dveh dvoletnih

kontrolnih obdobjih ni večje od 0,2%, se lahko presledek med

dvema rednima preiskavama podaljša na tri leta oziroma zviša

starost živali za opravljanje teh testov na 24 mesecev;

 - če letno povprečje čred na določenem območju, v katerih je

bila potrjena okužba s tuberkulozo, v zadnjih dveh triletnih

kontrolnih obdobjih ni večje od 0,1%, se lahko presledek med

dvema rednima preiskavama podaljša na štiri leta;

- pristojni organ lahko ukine tuberkulinizacijo čred, če:

= se pred vključitvijo v čredo na vseh živalih opravijo

intradermalni tuberkulinski testi z negativnim izvidom ali

 = se ob zakolu vse živali pregleda na spremembe, značilne za

tuberkulozo, ter se vse take spremembe pošljejo v histopatološko

in bakteriološko preiskavo, s katero se ugotovi, če gre za

tuberkulozo;

- če se število primerov bolezni v državi poveča, se pogostnost

tuberkulinizacije lahko tudi poveča.

4. Status črede, uradno proste tuberkuloze se začasno razveljavi

v naslednjih primerih:

(a) če pogoji iz 3. točke tega dela priloge niso več izpolnjeni;

(b) če se pri eni ali več živalih ugotovi, da so pozitivno

reagirale na intradermalni tuberkulinski test ali se pri

patoanatomskem pregledu posumi, da gre za tuberkulozo.

Žival, ki je pozitivno reagirala na intradermalni tuberkulinski

test, je potrebno izločiti in poslati v zakol. Pri pozitivnih

reaktorjih oziroma pri sumu tuberkuloze pri zaklani živali je

potrebno opraviti ustrezne patoanatomske, laboratorijske in

epidemološke preiskave.

Status črede se razveljavi do rezultatov laboratorijskih

preiskav. Če so rezultati negativni, se status črede, uradno

proste tuberkuloze, povrne. Pri tem se mora opraviti

intradermalni tuberkulinski test na vseh živalih, starejših od

šest tednov. Test mora biti opravljen najmanj 42 dni po izločitvi

pozitivnih živali iz črede. Rezultati tega testa morajo biti

negativni;

(c) če so v čredi živali z nedoločnim statusom, kot je opisano v

točki 13 c IIa dela te priloge. V tem primeru ostane status črede

nedoločen, dokler ni razjasnjen status živali. Take živali morajo

biti izolirane od drugih živali, dokler se ne določi njihov

status. Status se določi z nadaljnjim testiranjem po 42 dneh ali

s patoanatomsko in laboratorijsko preiskavo.

5. Status črede, uradno proste tuberkuloze se mora odvzeti, če se

tuberkuloza potrdi z izolacijo Mycobacterium bovis pri

laboratorijski preiskavi.

Ne glede na prejšnji odstavek pristojni organ odvzame status tudi

v naslednjih primerih:

(a) če pogoji iz 2. točke tega dela priloge niso več izpolnjeni;

(b) če se pri patoanatomskem pregledu ugotovijo spremembe,

značilne za tuberkulozo;

(c) če se z epidemološko preiskavo ugotovi verjetnost okužbe;

(d) iz kakršnih koli drugih razlogov, ki so pomembni pri

preprečevanju in zatiranju goveje tuberkuloze.

Pristojni organ mora slediti in preverjati vse črede, ki veljajo

za epidemološko povezane. Status uradno tuberkuloze proste črede

se ne sme vrniti, dokler ni opravljeno končno čiščenje in

dezinfekcija prostorov in pribora in dokler niso vse živali,

starejše od šest tednov, negativno reagirale na vsaj dva

zaporedna intradermalna tuberkulinska testa - prvi najmanj

šestdeset dni in drugi najmanj štiri mesece ter največ dvanajst

mesecev po odstranitvi zadnjega pozitivnega reaktorja.

6. Državo ali del države se lahko proglasi za uradno tuberkuloze

prosto, če so izpolnjeni naslednji pogoji:

(a) da odstotek govejih čred, pri katerih je bila potrjena okužba

s tuberkulozo, v zadnjih šestih zaporednih letih ni presegal 0,1

% vseh čred letno in je vsaj 99,9% vseh čred doseglo status

črede, uradno proste tuberkuloze v vsakem od zadnjih šestih

zaporednih let, pri čemer je bil ta odstotek izračunan na dan 31.

decembra vsakega koledarskega leta;

(b) da so živali označene in registrirane v skladu s predpisom,

ki ureja označevanje in registracijo govedi, tako da je omogočena

identifikacija črede in premikov oziroma prometa za vsako

posamezno žival;

(c) da so vse živali ob zakolu  patoanatomsko pregledane;

(d) da se upoštevajo postopki za začasni odvzem in odvzem

uradnega statusa tuberkuloze proste črede.

1. Država ali del države lahko obdrži uradni status tuberkuloze

prostega območja, dokler so izpolnjeni pogoji iz prejšnje točke.

Vendar pa v primeru, da se v državi ali delu države, ki je bila

priznana kot tuberkuloze prosta, spremeni epizootiološka

situacija, se lahko začasno prekliče ali odvzame ta status,

dokler niso izpolnjeni predpisani pogoji.

    IIa STANDARDI ZA UPORABO BOVINIH IN AVIARNIH TUBERKULINOV

1. Tuberkulinski test za potrebe tega pravilnika je treba

izvajati s tuberkulini PPD in HCSM.

2. Bovini tuberkulin, ki se sme uporabljati za potrebe tega

pravilnika, mora biti pripravljen z enim od naslednjih sevov

Mycobacterium bovis:

a. AN5;

b. Vallee.

3. Aviarni tuberkulin je treba pripraviti z enim od naslednjih

sevov Mycobacterium avium:

a. D4ER;

b. TB56.

4. PH tuberkulinov mora biti med 6,5 in 7,5.

5. Dovoljene so naslednje koncentracije fenola in glicerola:

a. fenol: 0,5% m/v;

b. glicerol:10% v/v.

6. Pod pogojem, da so tuberkulini shranjeni v temi in pri

temperaturi od 2 do 8 oC, jih je mogoče uporabljati do konca

naslednjih obdobij po zadnjem zadovoljivem testu jakosti:

a. tekoči PPD tuberkulini: dve leti;

b. liofilizirani PPD tuberkulini: osem let;

c. razredčeni HCSM tuberkulini: dve leti.

7. Uradne preiskave tuberkulina se morajo izvajati v skladu z

metodami in tehnikami, ki jih določi VURS in jih izda v posebni

publikaciji, ki je dosegljiva javnosti na VURS. Uradne preiskave

mora opraviti pooblaščen zavod v državi dobaviteljici.

8. Koncentracija apliciranega bovinega tuberkulina ne sme biti

manjša od 2000 CTU.

9. Koncentracija apliciranega aviamega tuberkulina W15 ne sme

biti manjša od 2000 IU.

10. Količina apliciranega tuberkulina ne sme biti večja od 0,2

ml.

11. Tuberkulinski test se opravlja z vbrizganjem tuberkulina

oziroma tuberkulinov v kožo vratu. Mesta vbrizga morajo biti na

meji prednje in srednje tretjine vratu. Kadar isti živali

vbrizgamo tako bovini kot aviarni tuberkulin, mora biti mesto

vbrizga aviarnega tuberkulina okrog 10 cm od grebena vratu in

mesto za vbrizg bovinega tuberkulina približno 12,5 cm niže na

črti, ki je približno vzporedna z linijo pleč. Pri mladih

živalih, kjer ni prostora, da bi na isti strani vratu dovolj

ločili ti mesti, je treba vbrizga narediti na različnih straneh

vratu na istem mestu, to je na sredini srednje tretjine vratu.

12. Tehnika tuberkulinizacije in razlaga reakcij morata biti

naslednji:

a. Tehnika

Mesta vbrizga morajo biti postrižena in očiščena. S kazalcem in

palcem se prime kožno gubo na vsakem postriženem mestu, se jo

izmeri s kutimetrom in zabeleži. Kratko sterilno iglo, s faseto

navzven ter kalibrirano brizgalko, napolnjeno z tuberkulinom, se

zabode poševno v globlje plasti kože. Potem je treba vbrizgati

dozo tuberkulina. Pravilnost vbrizga je treba preveriti tako, da

se zatipa majhno grahasto oteklino na vsakem mestu vbrizga. 72 ur

po vbrizganju se izmeri in zabeleži debelino kožne gube na vsakem

mestu vbrizga.

b. Razlaga reakcij

Razlaga reakcij mora temeljiti na kliničnem opazovanju in

zabeleženem povečanju debeline kožne gube na mestih vbrizga 72 ur

po injekciji tuberkulina. Pri tem gre lahko za:

- negativno reakcijo, če je opaziti le omejeno oteklino s

povečanjem debeline kožne gube za največ 2 mm oziroma po

navodilih proizvajalca in brez kliničnih znakov, kot na primer

razpršen ali obsežen edem, znojenje, nekroza, bolečina ali vnetje

limfnih kanalov na tem območju ali limfnih vozlov;

- sumljivo reakcijo, če ni opaziti nobenih kliničnih znakov iz

prejšnje alinee in če se debelina kožne gube poveča za več kot 2

in manj kot 4 mm oziroma po navodilih proizvajalca;

- pozitivno reakcijo, če je opaziti klinične znake iz prve alinee

te točke in se kožna guba na mestu vbrizga zadebeli za več kot 4

mm oziroma po navodilih proizvajalca.

13. Uradni intradermalni tuberkulinski test je treba razlagati

kot sledi:

a. Intradermalni monotest je:

- pozitiven v primeru pozitivne bovine reakcije, kot je

opredeljena v tretji alinei  prejšnje točke;

- sumljiv v primeru sumljive bovine reakcije, kot je opredeljena

v drugi alinei prejšnje točke;

- negativen v primeru negativne bovine reakcije, kot je

opredeljena v prvi alinei prejšnje točke.

Živali, ki so sumljive ali pozitivne pri intradermalnem

monotestu, je potrebno še enkrat preiskati z intradermalnim

primerjalnim testom.

b. Intradermalni primerjalni test za ugotovitev in vzdrževanje

uradnega tuberkuloze prostega statusa črede je:

- pozitiven v primeru pozitivne bovine reakcije, ki je več kot 4

mm večja od aviarne reakcije oziroma po navodilih proizvajalca,

ali prisotnosti kliničnih znakov;

- sumljiv v primeru pozitivne ali sumljive bovine reakcije, ki je

od 1 do 4 mm večja od aviarne reakcije oziroma po navodilih

proizvajalca ter  odsotnosti kliničnih znakov;

- negativen v primeru negativne bovine reakcije oziroma pozitivne

ali sumljive bovine reakcije, ki pa je enaka ali manjša od

pozitivne oziroma sumljive aviarne reakcije ter odsotnosti

kliničnih znakov v obeh primerih.

Živali, sumljive po intradermalnem primerjalnem testu, morajo

biti ponovno testirane po najmanj 42 dneh.

Živali, ki po tem testu niso negativne, se štejejo kot pozitivne

na test.

c. V primeru, da se status črede, uradno proste tuberkuloze,

začasno razveljavi zaradi živali z nedoločnim statusom, živali iz

te črede ne smejo biti udeležene v prometu, dokler se ne razreši

status:

- živali, ki se štejejo kot sumljive po intradermalnem

tuberkulinskem monotestu;

- živali, ki veljajo za pozitivne po intradermalnem

tuberkulinskem monotestu, vendar čakajo na ponoven preizkus z

intradermalnim primerjalnim testom;

- živali, ki se štejejo kot sumljive po intradermalnem

primerjalnem testu.

d. Če morajo biti živali pred premiki pregledane z intradermalnim

testom, je treba test razlagati tako, da nobena od živali, pri

katerih se je kožna guba odebelila za več kot 2 mm, ne sme biti

udeležena v prometu, če se s primerjalnim testom reakcija ne

izkaže za nespecifično.

                         III. BRUCELOZA

1. Za namene tega dela imajo uporabljeni izrazi naslednji pomen:

- živali so vsa goveda, razen moških živali za pitanje, če

prihajajo iz čred, ki so uradno proste bruceloze; za te živali

mora uradni veterinar za inšpekcijski nadzor izdati odločbo, na

podlagi katere gredo lahko te živali le neposredno v zakol in se

nikakor ne smejo uporabljati kot plemenske živali;

- serološki test pomeni Rose Bengal aglutinacijski test ali Test

reakcije vezave komplementa ali pa posamični krvni ELISA test,

kot je opisano v IIIa. delu te priloge;

- mlečni preizkus pomeni mlečni ELISA test v skladu s IIIa. delom

te priloge;

- drugi testi so testi, ki jih lahko za ugotavljanje bruceloze

odobri pristojni organ.

2. Goveja čreda je uradno prosta bruceloze, če

(a) živali niso bile cepljene proti brucelozi (krave - najmanj 3

leta);

(b) živali vsaj 6 mesecev ne kažejo kliničnih znakov bruceloze;

(c) so bile vse živali, starejše od 12 mesecev, pregledane in so

bili rezultati preiskav negativni, in sicer:

- kri: dva serološka testa, opravljena v presledku več kot tri

mesece in manj kot 12 mesecev ali

- mleko: trije mlečni preizkusi, opravljeni v trimesečnih

presledkih, katerim vsaj šest tednov kasneje sledi serološki

test;

(d) vse nove živali prihajajo iz čred, uradno prostih bruceloze

in so živali, starejše od 12 mesecev, negativno reagirale na

katerikoli serološki test, opravljen v 30 dneh pred ali 30 dneh

po vključitvi teh živali v čredo, pri čemer mora biti test

opravljen v skladu s IIIa. delom te priloge; če se test opravi v

30 dneh po priključitvi nove živali, je treba novo žival, dokler

ni dokazano negativna, fizično izolirati od drugih živali v čredi

tako, da se onemogoči vsak posredni ali neposredni stik z

ostalimi živalmi.

3. Goveja čreda obdrži status črede,  uradno proste bruceloze, če

so izpolnjeni naslednji pogoji:

(a) če se vsako leto izvede eno od naslednjih testiranj in so

rezultati testiranj negativni:

- trije ELISA testi mleka, izvedeni v najmanj trimesečnih

presledkih;

- dva ELISA testa mleka, izvedena z najmanj trimesečnim

presledkom, katerima šest tednov kasneje sledi serološki test;

- dva serološka testa, izvedena z najmanj trimesečnim in največ

dvanajstmesečnim presledkom.

Pogostnost rednih preiskav v državi ali delu države, ki ni uradno

prost bruceloze, ima pa goveje črede vključene v uradni program

izkoreninjanja bruceloze, se lahko spremeni na naslednji način:

- če je bruceloza potrjena v manj kot 1 % čred, se letno opravita

dva ELISA testa mleka v najmanj trimesečnem presledku ali en

serološki test;

- če je vsaj štiri leta vsaj 99,8 % čred priznanih kot uradno

prostih bruceloze, se serološki test opravi vsaki dve leti, če so

preiskane vse živali, starejše od 12 mesecev, ali pa se serološko

testiranje opravi vsako leto, če se testirajo vse živali,

starejše od 24 mesecev;

(b) če vse nove živali prihajajo iz čred, uradno prostih

bruceloze in so živali, starejše od 12 mesecev, negativno

reagirale na katerikoli serološki test, opravljen v 30 dneh pred

ali 30 dneh po vključitvi teh živali v čredo, ki je bil opravljen

v skladu s IIIa. delom te priloge; če se test opravi v 30 dneh po

priključitvi nove živali, je treba novo žival, dokler ni dokazano

negativna, fizično izolirati od drugih živali v čredi tako, da se

onemogoči vsak posredni ali neposredni stik z ostalimi živalmi.

Test iz prejšnjega odstavka ni potreben, če v državi zadnji dve

leti odstotek čred, okuženih z brucelozo, ni presegel 0,2% in če

živali prihajajo iz čred, uradno prostih bruceloze, ki med

prevozom niso prišle v stik z živalmi nižjega zdravstvenega

statusa.

4.  Status črede,  uradno proste bruceloze se začasno razveljavi

v naslednjih primerih:

(a) če pogoji iz 2. in 3. točke tega dela niso več izpolnjeni;

(b) če zaradi izvidov laboratorijskih testov ali na klinični

podlagi pri eni ali več živalih obstaja sum, da imajo brucelozo

in so bile sumljive živali poslane v zakol ali izolirane na tak

način, da ni mogoč posreden ali neposreden stik z drugimi

živalmi.

V primeru, da je bila žival poslana v zakol in ni več na

razpolago za testiranje, začasna razveljavitev preneha, če se na

vseh živalih v čredi, starejših od 12 mesecev, opravita dva

predpisana testa, in so rezultati teh testov negativni. Prvi test

mora biti opravljen vsaj 30 dni po izločitvi živali in drugi vsaj

60 dni kasneje.

Če je bila žival izolirana od drugih živali v čredi, jo je mogoče

spet priključiti čredi in čredi povrniti status po negativnem

izvidu kombinacije testov, določene v odločbi, s katero se v

skladu s tem pravilnikom začasno razveljavi status, in opravljene

v skladu s IIIa. delom te priloge.

5. Status črede, uradno proste bruceloze mora biti odvzet, če je

z laboratorijskimi testi ali epidemiološkimi preiskavami potrjena

okužba črede z brucelo.

Status se čredi povrne, če so vse živali, ki so bile v čredi v

času izbruha, izločene ali ko so vse živali v čredi preiskane in

sta dva zaporedna testa, opravljena v 60-dnevnem presledku na

vseh živalih, starejših od 12 mesecev, negativna, pri čemer mora

biti prvi test opravljen najmanj 30 dni po odstranitvi zadnje

okužene živali.

V primeru krav, ki so bile v času izbruha okužbe breje, je treba

končni test opraviti 21 dni po otelitvi zadnje od krav, ki so

bile breje v času izbruha okužbe.

6. Državo ali del države je mogoče proglasiti za uradno prosto

bruceloze, če izpolnjuje naslednje pogoje:

(a) da vsaj tri leta ni bilo okužbe z brucelo (bruceloznega

abortusa ali izolacije B. abortus) in je v vsakem od petih

zaporednih let vsaj 99,8 % čred doseglo status črede, uradno

proste bruceloze, pri čemer je bil ta odstotek izračunan na dan

31. decembra vsakega koledarskega leta.

Če se pri ugotavljanju bruceloze izvaja stamping-out celotne

črede, se pri zgoraj omenjenem izračunavanju povprečja ne

štejejo:

- posamezni primeri, za katere se z epidemiološko preiskavo

ugotovi, da so se pojavili pri živalih, ki so bile pripeljane iz

druge države ali iz druge regije;

- črede, katerih status uradno prostih bruceloze je bil začasno

razveljavljen ali odvzet zaradi drugih razlogov in ne zaradi suma

na brucelozo.

VURS vodi register teh primerov in vsako leto pripravi letno

poročilo.

(b) da so živali označene in registrirane v skladu s predpisom,

ki ureja označevanje in registracijo govedi, tako da je omogočena

identifikacija črede in premikov oziroma prometa za vsako

posamezno žival in

(c) da se prijavijo vsi primeri abortusov živali in razišče

oziroma ugotovi njihov vzrok.

7. Država ali del države lahko obdrži status bruceloze prostega

območja:

(a) dokler so izpolnjeni pogoji  iz prejšnje točke;

(b) če so vsako leto v času prvih petih let po pridobitvi tega

statusa vse živali, starejše od 24 mesecev ter vsaj 20 % vseh

čred negativno reagirale na serološki test oziroma na preiskavo

mlečnih vzorcev, če gre za črede molznic;

(c) če se vsak sum bolezni obvezno prijavi in se vsako sumljivo

žival pregleda; preiskava zajema najmanj dva serološka testa

krvi, vključno z reakcijo vezanja komplementa ter mikrobiološko

preiskavo ustreznih vzorcev;

(d) če se v času suma, dokler preiskave iz točke (c) niso končane

oziroma niso rezultati preiskav negativni, izvorni čredi oziroma

čredi, ki je bila v stiku s sumljivo živaljo, status črede,

uradno proste bruceloze, začasno razveljavi;

(e) če so bila v primeru izbruha bruceloze, ki se je razširila,

vsa goveda zaklana. Vse ostale, za bolezen dovzetne živali morajo

biti pregledane z ustreznimi testi, prostore ter opremo pa

očistiti in razkužiti.

                         IIIa. BRUCELOZA

A. Rose bengal aglutinacijski test

1. Standardni serum mora biti mednarodni standardni anti brucela

abortus serum (v nadaljnjem besedilu: standardni serum) iz

Veterinary Laboratory Agency, Addlestone, Weybridge, Anglija.

2. Antigen mora biti sev Weybridge št. 99 ali USDA1119 ali

edvivalent s pH 3,65+0,5 obarvan z barvilom rose bengal.

3. Antigen mora dajati pozitivno reakcijo z mednarodnim

standardnim serumom v serumski razredčini 1:47,5 in negativno

reakcijo v razredčini 1:55.

4. Test se izvede na naslednji način:

a) kapljici antigena (0,03 ml) dodamo enako kapljico seruma na

belo podlago;

b) s palčko premešamo obe kapljici v velikosti kroga 10-12 mm;

c) ploščo rotiramo 4 minute na rotatorju pri sobni temperaturi;

d) rezultati: negativno - če ni nobene aglutinacije; pozitivno -

če nastopi aglutinacija ne glede na stopnjo.

B. Test reakcije vezave komplementa

1. Standardni serum mora biti standardni serum iz Veterinary

Laboratory Agency, Addlestone,  Weybridge, Anglija.

2. Antigen mora biti Weybridge sev št. 99 ali USDA sev 1119.

3. Serumi morajo biti inaktivirani:

goveji 56°  30-50 minut;  prašičji 60° 30-50 minut.

4. V test morajo biti vključene naslednje kontrole:

a) kontrola antikomplementarnosti seruma;

b) kontrola antigena;

c) kontrola eritrocitov;

d) kontrola komplementa;

e) pozitivna kontrola;

f) negativna kontrola.

5. Serumi, ki dajo reakcijo v titru 20 ICFTV ali več, glede na

standardni serum, se štejejo za pozitivne.

C. ELISA za bovino brucelozo

1. Serum testiramo po navodilih proizvajalca.

2. Standardizacija in občutljivost testa.

Individualni serum se šteje za negativnega, če daje reakcijo za

10%  nižjo kot razredčina 1:200 standardnega seruma.

3. Metoda ELISA za govejo brucelozo se lahko uporablja tudi na

vzorcih mleka ali sirotke. Ti vzorci so lahko zbrani na kmetijah,

ki imajo vsaj 30% krav molznic.

Če se uporablja ta metoda, je treba zagotoviti, da je mogoče

vzorce istovetiti z živalmi, od katerih so bili odvzeti.

4. Standardizacija in občutljivost mlečnega preizkusa ELISA

Skupni mlečni vzorec se šteje za negativnega, če daje reakcijo za

50% nižjo kot razredčina 1: 10.000 standardnega seruma v

negativnem mleku.

Posamezni mlečni vzorec se šteje za negativnega, če daje reakcijo

za 10%  nižjo kot razredčina 1:200 standardnega seruma v slani

raztopini ali v kakem drugem odobrenem redčilu.

    IV. ENZOOTSKA GOVEJA LEVKOZA (v nadaljnjem besedilu: EGL)

1. Za namene tega dela imajo uporabljeni izrazi naslednji pomen:

- živali so vse goveje živali;

- test pomeni vse preiskave, ki so določene in opravljene v

skladu s IVa. delom te priloge.

2. Goveja čreda je uradno prosta EGL, če:

(a) nobena žival v čredi ne kaže kliničnih znakov  EGL in

(b) v zadnjih dveh letih ni bilo (klinično in laboratorijsko)

potrjenega primera EGL;

(c) v kateri so v zadnjem letu vse živali, starejše od 24

mesecev, negativno reagirale na dva testa, izvedena v skladu s to

prilogo v presledku najmanj štiri mesece ali

(d) ki izpolnjuje pogoje točke (a) in se nahaja v državi ali delu

države, ki je uradno prost EGL.

3. Čreda obdrži status črede, uradno proste EGL, če so izpolnjeni

naslednji pogoji:

(a) dokler je pogoj iz točke 2 a tega dela priloge še naprej

izpolnjen;

(b) da vse nove živali prihajajo iz čred, ki so uradno proste

EGL;

(c) da vse živali, starejše od 24 mesecev, negativno reagirajo na

teste, izvedene v presledkih treh let;

(d) da so bile plemenske živali, ki se priključijo čredi in

prihajajo iz drugih držav, uvožene na predpisan način.

4. Uradno EGL prost status se začasno razveljavi, v naslednjih

primerih:

(a) pogoji iz prejšnje točke niso več izpolnjeni, ali

(b) če se na podlagi laboratorijskih testov ali kliničnih znamenj

pri eni ali več živalih  sumi, da gre za EGL in se take živali

takoj napoti v zakol.

5. Status ostane začasno razveljavljen,  dokler niso izpolnjene

naslednje zahteve:

I. Če je ena sama žival v čredi, uradno prosti EGL, pozitivno

reagirala na enega od testov ali če se pri eni živali kako

drugače posumi na bolezen:

(a) se mora žival, ki je pozitivno reagirala, poslati v zakol pod

uradnim nadzorom; v primeru da gre za kravo, se izloči tudi vsako

tele, ki ga je morda imela; če je bilo tele takoj po rojstvu

ločeno od matere, veljajo zanj določbe točke II c tega dela

priloge;

(b) se vse ostale živali, starejše od 12 mesecev, serološko

testira najmanj tri mesece po izločitvi zadnje okužene oziroma

sumljive živali (dva serološka testa v razmiku najmanj 4 mesece

in največ 12 mesecev); rezultati testov morajo biti negativni;

(c) se opravi epidemiološka preiskava in se vse črede, ki so

epidemiološko povezane z okuženo oziroma sumljivo, testira kot je

opisano v točki  I b tega dela priloge; rezultati preiskav morajo

biti negativni.

II. Če je več kot ena žival iz črede, uradno proste EGL,

pozitivno reagirala na enega od testov, ali če se kako drugače

posumi na bolezen:

(a) je treba vse živali, ki so pozitivno reagirale, poslati v

zakol pod uradnim nadzorom; v primeru da gre za krave, se

izločijo tudi njihova teleta; če je bilo tele takoj po rojstvu

ločeno od matere, veljajo zanj določbe točke II c tega dela

priloge;

(b) se vse ostale živali, starejše od 12 mesecev, serološko

testira (dva serološka testa v razmiku najmanj 4 mesece in največ

12 mesecev); rezultati testov morajo biti negativni;

(c) je potrebno vse preostale živali v čredi vidno označiti; te

živali se lahko napotijo neposredno v zakol pod uradnim nadzorom

ali pa morajo na gospodarstvu ostati do starosti 24 mesecev; ko

dosežejo to starost, jih je treba ustrezno testirati;

(d) se opravi epidemiološka preiskava in se vse črede, ki so

epidemiološko povezane z okuženo oziroma sumljivo, testira kot je

opisano v točki II b tega dela priloge; rezultati preiskav morajo

biti negativni.

6.  Država ali del države se lahko proglasi za uradno prosto EGL

v naslednjih primerih:

(a) če so izpolnjeni vsi pogoji točke 2 tega dela priloge in je

vsaj 99,8% govejih čred uradno prostih EGL;

(b) -  če v zadnjih treh letih v državi ali delu države ni bil

potrjen noben primer EGL in se vsak sum na EGL obvezno prijavi in

- če gre za državo, da so bile v zadnjih 24 mesecih vse živali,

starejše od 24 mesecev, v vsaj 10 % poljubno izbranih čred

testirane z negativnimi izvidi oziroma če gre za del države, da

so bile v zadnjih 24 mesecih vse živali, starejše od 24 mesecev,

preiskane;

(c) če je katerakoli druga metoda z 99 % zanesljivostjo pokazala,

da je okuženih manj kot 0,2 % čred.

7. Država ali del države obdrži status uradno prost EGL če so

izpolnjeni naslednji pogoji:

(a) če so vse živali ob zakolu pregledane in se vse sumljive

spremembe pošljejo v laboratorijsko preiskavo;

(b) če so vse živali, ki pozitivno reagirajo na kateregakoli od

testov, zaklane in za njihove črede veljajo omejitve do ponovne

vzpostavitve njihovega statusa v skladu s točko 5 tega dela

priloge;

(c) če so bile vse živali, starejše od 24 mesecev testirane in

sicer enkrat v prvih petih letih po pridobitvi statusa ali v času

prvih petih let po kateremkoli drugem postopku, ki z 99 %

zanesljivostjo pokaže, da je bilo okuženih manj kot 0,2 % čred.

V primeru, da v državi ali delu države že vsaj tri leta ni bilo

primera EGL v razmerju ena od 10 000 čred, se lahko zniža število

rednih seroloških preiskav pod pogojem, da so bila vsa goveda,

starejša od 12 mesecev, v vsaj 1 % čred, poljubno izbranih vsako

leto, testirana.

8. Uradno enzootske goveje levkoze prost status države ali dela

države se   razveljavi, če se na podlagi preiskave iz prejšnje

točke ugotovi sprememba situacije glede EGL v državi ali delu

države, ki je bila priznana kot uradno prosta EGL.

        IVa. PREISKAVE ZA ENZOOTSKO GOVEJO LEVKOZO (EGL)

Preiskave na EGL se izvajajo z imunodifuzijskim testom pod

pogoji, opisanimi v točki A ali po encimskoimunski metodi (ELISA

test) pod pogoji, opisanimi v točki B tega dela priloge.

A. Imunodifuzija v agarskem gelu za EGL (AGID test)

1. Reagenti, ki so potrebni za izvedbo testa:

a) antigen: antigen vsebuje specifični glikoprotein gp51 virusa

EGL, ki je standardiziran glede na standardni serum E4(OIE

standard serum), ki ga proizvaja referenčni laboratorij OIE ali

EU;

b) standardni referenčni serum E1 (ekvivalent E4 razredčen 1:10);

c) znani pozitivni kontrolni serum;

d) preiskovani serum;

e) agar gel.

2. Testni postopek

V petrijevke s premerom 85 mm vlijemo 15 ml tekočega agarja,

počakamo, da se ohladi. Pred testiranjem preiskovanih serumov

pripravimo petrijevko z agarjem tako, da s posebnim perforatorjem

vtisnemo krožce, ki so šesterokotno razporejeni okoli centralnega

krožca, nato iz krožcev posesamo agar. Premer centralne

odprtinice meri 3 mm, ostalih šestih pa 6,5 mm. Centralno

odprtinico napolnimo z antigenom, zgornjo in spodnjo pa s

pozitivnim kontrolnim serumom. Ostale štiri napolnimo s

preiskovanim serumom. Petrijevko inkubiramo v vlažni komori pri

sobni temperaturi (20 - 27 oC) in odčitujemo reakcije po 24. in

48. urah, po 72. urah pa sledi končni izvid.

3. Razlaga rezultatov

Preiskovani serum je pozitiven, če oblikuje specifično

precipitacijsko črto z antigenom ali če ukrivi črto kontrolnega

seruma.

Preiskovani serum je negativen, če ne oblikuje specifične

precipitacijske črte z antigenom ali če ne  ukrivi črte

kontrolnega seruma.

Pri nedoločenih reakcijah ponovimo test tako, da napolnimo vse

štiri odprtinice s preiskovanim serumom.

4. Uporabljamo lahko tudi drugačen razpored odprtinic pod

pogojem, da  reagira standardni referenčni serum E1 pozitivno.

B. Encimskoimunski test (ELISA) za ugotavljanje EGL

Prisotnost protiteles proti virusu EGL lahko z ELISA testom

ugotavljamo v serumu ali v mleku.

1. Reagenti, ki so potrebni za izvedbo testa

a) mikroplošča z antigenom EGL (screening postopek);

b) mikroplošča z antigenom EGL in z negativnim antigenom

(verifikacijski postopek);

c) preiskovani serum;

d) konjugat;

e) ustrezni pozitivni in negativni kontrolni serum;

f) raztopina za razredčevanje preiskovanih vzorcev;

g) raztopina za izpiranje;

h) substrat;

i) reagent za ustavljanje reakcij;

j) sistem za odčitavanje.

2. Občutljivost testa

Občutljivost testa ELISA mora biti na taki ravni, da je

standardni serum E4 ocenjen kot pozitiven, če je razredčen v

razmerju 1:10 (serum) ali 1:250 (mleko). Standardni serum E4(OIE

standard serum) proizvaja  referenčni laboratorij OIE ali EU, ki

je tudi pristojen za preverjanje kakovosti metode ELISA.

