Priloga IV

POGOJI ZA PRIDOBITEV, OHRANITEV OZIROMA
ODVZEM ZDRAVSTVENEGA STATUSA

|. ZDRAVSTVENI STATUS JE LAHKO:

— goveja ¢reda, uradno prosta tuberkuloze, e so
izpolnjeni pogoji iz 2. oziroma 3. tocke Il. dela te priloge;

— drzava ali del drzave, uradno prosta tuberkuloze,
¢e so izpolnjeni pogoji iz 6.0ziroma 7. tocke Il. dela te pri-
loge;

— goveja ¢reda, uradno prosta bruceloze, ¢e so izpol-
njeni pogoji iz 2. oziroma 3. tocke lll. dela te priloge;

— goveja ¢reda, prosta bruceloze, ¢e so izpolnjeni
pogoiji iz 6. oziroma 7. tocke lll. dela te priloge;

—drzava ali del drzave, uradno prosta bruceloze,
Ce so izpolnjeni pogoji iz 10. oziroma 11. tocke lll. dela te
priloge;

— €reda, uradno prosta enzootske goveje levkoze
(EGL), Ce so izpolnjeni pogoiji iz 2. oziroma 3. tocke IV. dela
te priloge;

—drzava ali del drzave, uradno prosta EGL, ¢e so
izpolnjeni pogoji iz 6. oziroma 7. tocke IV. dela te priloge.

Il. TUBERKULOZA

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

— Zivali so vsa goveda, razen goved na kulturnih in
Sportnih prireditvah;



— intradermalni tuberkulinski test je test, ki je opisan,
izveden in ocenjen v skladu z Il.a delom te priloge.

2. Goveja €reda je uradno prosta tuberkuloze, ¢e so
izpolnjeni naslednji pogoji:

a. nobena Zival v ¢redi ne kaze klini¢nih znakov tuber-
kuloze;

b. so vse zivali v Credi, starejSe od Sest tednov, ne-
gativno reagirale na dva intradermalna tuberkulinska testa;
prvi test se opravi Sest mesecev po izklju€itvi vseh okuzenih
ali sumljivih zivali v &redi, drugi pa Sest mesecev kasneje.
Ce je &reda sestavljena izkljuéno iz Zivali, ki izvirajo iz &red,
uradno prostih tuberkuloze, se prvi test opravi vsaj 60 dni po
formiranju ¢rede, drugi test pa ni potreben;

c. Ce se po opravljenem prvem testu iz prejSnje tocke
Credi prikljuci nova zival, starejSa od Sest tednov, mora le-ta re-
agirati negativno na intradermalni tuberkulinski test; test mora
biti opravljen ali v 30 dneh pred ali v 30 dneh po vkljuditvi nove
zivali v ¢redo; Ce se test opravi v 30 dneh po vkljucitvi nove
zivali, je treba novo zival, dokler ni dokazano negativna, fizicno
izolirati od drugih Zivali v ¢redi tako, da se onemogoci vsak po-
sredni ali neposredni stik z ostalimi Zivalmi. Testi niso obvezni
za zivali, ki izhajajo iz €red, uradno prostih tuberkuloze, ¢e se
vsi premiki Zivali registrirajo na predpisan nacin.

3. Goveja Creda obdrzi status €rede, uradno proste
tuberkuloze, ¢e so izpolnjeni naslednji pogoji:

a. dokler so izpolnjeni pogoji iz to€k 2a in 2c tega dela
priloge;

b. &e vse nove Zivali prihajajo iz ¢red, uradno prostih
tuberkuloze;

c. ¢e se enkrat letno na vseh zivalih, razen na teletih,
mlajsih od Sest tednov, ki so bila rojena na tem gospodarstvu,
redno opravljajo intradermalni tuberkulinski testi.

Ne glede na prejsnji odstavek se pogostnost rednih pre-
iskav lahko spremeni, in sicer:

— Ce letno povprecdje Cred na dolo¢enem obmodju, v
katerih je bila potrjena okuzba s tuberkulozo, v zadnjih dveh
enoletnih kontrolnih obdobjih ni ve¢je od 1%, se lahko pre-
sledek med dvema rednima preiskavama podaljSa na dve
leti; moske zivali za pitanje, ki izhajajo iz ¢red, uradno pro-
stih tuberkuloze in so znotraj epidemioloske celote, se lahko
oprosti preiskav;

— za te zivali mora uradni veterinar za inSpekcijski nad-
zor izdati odlo¢bo, na podlagi katere gredo lahko te zivali le
neposredno v zakol in se nikakor ne smejo uporabljati kot
plemenske zivali;

— ¢e letno povprecje Cred na doloéenem obmodju, v
katerih je bila potrjena okuzba s tuberkulozo, v zadnjih dveh
dvoletnih kontrolnih obdobijih ni vecje od 0,2%, se lahko pre-
sledek med dvema rednima preiskavama podalj$a na tri leta
oziroma zviSa starost Zivali za opravljanje teh testov na 24
mesecev;

— Ge letno povprecje Cred na doloéenem obmodju, v
katerih je bila potrjena okuzba s tuberkulozo, v zadnjih dveh
triletnih kontrolnih obdobjih ni vecje od 0,1%, se lahko presle-
dek med dvema rednima preiskavama podalj$a na S&tiri leta;

— pristojni organ lahko ukine tuberkulinizacijo ¢red, Ce:

— se pred vklju€itvijo v €redo na vseh zivalih opravijo
intradermalni tuberkulinski testi z negativnim izvidom ali

—se ob zakolu vse Zivali pregleda na spremembe,
znacilne za tuberkulozo, ter se vse take spremembe poSljejo
v histopatolo$ko in bakterioloSko preiskavo, s katero se ugo-
tovi, e gre za tuberkulozo;

— Ce se $tevilo primerov bolezni v drzavi poveca, se po-
gostnost tuberkulinizacije lahko tudi poveca.

4. Status ¢rede, uradno proste tuberkuloze se za-
€asno razveljavi v naslednjih primerih:

a. Ce pogoji iz 3. toCke tega dela priloge niso vec iz-
polnjeni;

b. €e se pri eni ali ve€ Zivalih ugotovi, da so pozitivho
reagirale na intradermalni tuberkulinski test ali se pri patoa-
natomskem pregledu posumi, da gre za tuberkulozo.

Zival, ki je pozitivno reagirala na intradermalni tuberku-
linski test, je potrebno izloCiti in poslati v zakol. Pri pozitivnih
reaktorjih oziroma pri sumu tuberkuloze pri zaklani zivali je
potrebno opraviti ustrezne patoanatomske, laboratorijske in
epidemoloske preiskave.

Status ¢rede se razveljavi do rezultatov laboratorijskih
preiskav. Ce so rezultati negativni, se status &rede, uradno
proste tuberkuloze, povrne. Pri tem se mora opraviti intra-
dermalni tuberkulinski test na vseh zivalih, starejSih od Sest
tednov. Test mora biti opravljen najmanj 42 dni po izlo€itvi
pozitivnih Zivali iz ¢rede. Rezultati tega testa morajo biti ne-
gativni;

c. €e so v Credi zivali z nedolo¢nim statusom, kot je
opisano v toc¢ki 2.2.5.3.3. te priloge. V tem primeru ostane
status €rede nedolocen, dokler ni razjasnjen status zivali.
Take zivali morajo biti izolirane od drugih zivali, dokler se ne
dolodi njihov status. Status se dolo¢i z nadaljnjim testiranjem
po 42 dneh ali s patoanatomsko in laboratorijsko preiskavo.

5. Status ¢érede, uradno proste tuberkuloze se mora
odvzeti, Ce se tuberkuloza potrdi z izolacijo Mycobacterium
bovis pri laboratorijski preiskavi.

Ne glede na prejSnji odstavek pristojni organ odvzame
status tudi v naslednjih primerih:

a. Ce pogoiji iz 2. tocke tega dela priloge niso ve¢ iz-
polnjeni;

b. €e se pri patoanatomskem pregledu ugotovijo spre-
membe, znacilne za tuberkulozo;

c. Ce se z epidemioloSko preiskavo ugotovi verjetnost
okuzbe;

d. iz kakrsnih koli drugih razlogov, ki so pomembni pri
prepre€evanju in zatiranju goveje tuberkuloze.

Pristojni organ mora slediti in preverjati vse ¢rede, ki ve-
ljajo za epidemioloSko povezane. Status uradno tuberkuloze
proste Crede se ne sme vrniti, dokler ni opravljeno koncno
¢iS€enje in dezinfekcija prostorov in pribora in dokler niso
vse zivali, starejSe od Sest tednov, negativno reagirale na
vsaj dva zaporedna intradermalna tuberkulinska testa — prvi
najmanj Sestdeset dni in drugi najmanj stiri mesece ter naj-
ve€ dvanajst mesecev po odstranitvi zadnjega pozitivnega
reaktorja.

6. Drzavo ali del drzave se lahko proglasi za uradno
tuberkuloze prosto, ¢e so izpolnjeni naslednji pogoji:

a. da odstotek govejih ¢red, pri katerih je bila potriena
okuzba s tuberkulozo, v zadnjih Sestih zaporednih letih ni
presegal 0,1% vseh ¢red letno in je vsaj 99,9% vseh ¢red do-
seglo status ¢rede, uradno proste tuberkuloze v vsakem od
zadnjih Sestih zaporednih let, pri Eemer je bil ta odstotek izra-
¢unan na dan 31. decembra vsakega koledarskega leta;

b. da so zivali oznagene in registrirane v skladu s pred-
pisom, ki ureja oznacevanje in registracijo govedi, tako da je
omogocena identifikacija €rede in premikov oziroma prometa
za vsako posamezno zival,

c. da so vse zivali ob zakolu patoanatomsko pregle-
dane;

d. da se upostevajo postopki za za¢asni odvzem in od-
vzem uradnega statusa tuberkuloze proste ¢rede.

7. Drzava ali del drzave lahko obdrzi uradni status
tuberkuloze prostega obmocja, dokler so izpolnjeni pogoji
iz prejSnje to¢ke. Vendar pa v primeru, da se v drZavi ali delu
drzave, ki je bila priznana kot tuberkuloze prosta, spremeni
epizootioloSka situacija, se lahko zacasno prekli¢e ali odvza-
me ta status, dokler niso izpolnjeni predpisani pogoji.

Il.a PREISKAVE NA TUBERKULOZO

1. IDENTIFIKACIJA POVZROCITELJA TUBERKU-
LOZE

Prisotnost Mycobacterium bovis (M. bovis), povzrocite-
lja tuberkuloze pri govedu, je v klini¢nih vzorcih in vzorcih, od-
vzetih ob pregledu po zakolu, mogoc¢e dokazati s preiskavo



razmaza omenjenih vzorcev ali s tehnikami imunoperoksida-
ze ter potrditi z izolacijo mikobakterij na umetnih gojis¢ih.

Patoloski material za potrditev M. bovis se odvzame
iz patoloSko spremenjenih bezgavk in parenhimatoznih
organov, kakor so plju€a, jetra, vranica itd. Kadar Zival nima
patoloskih sprememb, se vzorci za pregled in bakterioloSko
preiskavo vzamejo iz retrofaringealnih, bronhialnih, mediasti-
nalnih, supramamarnih, mandibularnih in nekaterih mezente-
rialnih bezgavk ter jeter.

Identifikacija izolatov se obi¢ajno izvaja z dolo€anjem
lastnosti kulture in biokemijskih lastnosti. VeriZzna reakcija s
polimerazo (PCR) se lahko uporabi za dokazovanje mikobak-
terij sklopa M. tuberculosis. Tehnike analize DNA so lahko
hitrej8e in zanesljivejSe kot biokemijske metode za razloCe-
vanje M. bovis od drugih mikobakterij sklopa M. tuberculosis.
Metode genotipizacije omogocajo razlo¢evanje med raznimi
sevi M. bovis in tako omogoc¢ajo ugotavljanje izvora, prenosa
in Sirjenja M. bovis.

Uporabljene tehnike in sredstva, njihova standardizacija
in razlaga rezultatov morajo biti v skladu s tistimi, opredeljeni-
mi v priro¢niku OIE o standardnih postopkih za diagnosti¢ne
preskuse in cepiva, Cetrta izdaja, 2000, Poglavje 2.3.3 (tu-
berkuloza pri govedu) priro¢nika OIE.

2. TUBERKULINSKI TEST NA KOZI

Tuberkulini PPD (preciSceni proteinski derivati), ki iz-
polnjujejo standarde iz to¢ke 2.1 te priloge, se uporabijo za
izvajanje uradnega tuberkulinskega preskusa na kozi, po
postopkih iz toke 2.2 te priloge.

2.1. Standardi za tuberkulin (bovini in aviarni)

2.1.1. Opredelitev pojma

Tuberkulin preciséeni proteinski derivat (tuberkulin
PPD, bovini ali aviarni) je pripravek, pridobljen iz toplotno
obdelanih rastnih in razkrojnih produktov Mycobacterium bo-
vis ali Mycobacterium avium (kakor je ustrezno), sposobnih
povzroditi zapoznelo preobcutljivost v zZivali, senzibilizirani na
mikroorganizme iste vrste.

2.1.2. Pridobivanje

Tuberkulin se pridobi iz delcev, topnih v vodi, pripravlje-
nih s segrevanjem v prosto tekoCi pari, Eemur sledi filtriranje
kultur M. bovis ali M. avium (kakor je ustrezno), zraslih v
tekoCem sinteticnem gojiS¢u. Aktivno frakcijo filtrata, ki se-
stoji pretezno iz beljakovin, se izolira s precipitacijo, spere in
ponovno raztopi. Doda se lahko antimikrobni konzervans, ki
ne pospesuje laznih pozitivnih reakcij, kakor na primer fenol.
Kon¢ni sterilni pripravek, brez mikobakterij, se asepti¢no
razdeli v sterilne steklene posode, ki se jih nato zapre, da se
prepreci kontaminacijo. Pripravek se lahko liofilizira.

2.1.3. Identifikacija produkta

Vbrizga se niz stopenjsko naras€ajocih odmerkov intra-
dermalno na razliénih mestih v primerno senzibilizirane albino
morske praSicke, od katerih vsak tehta najmanj 250 g. Po 24
do 28 urah se pojavijo reakcije v obliki edematoznih oteklin z
eritemom, z ali brez nekroze na mestih vbrizganja. Obseg in
resnost reakcije sta odvisna od odmerka. Nedovzetni morski
prasi¢ki ne kaZejo nobenih reakcij na podobne injekcije.

2.1.4. Preskusi

21.41.pH:pHje 6.5do 7.5.

2.1.4.2. Fenol: Ce pripravek, ki je v preiskavi, vsebuje
fenol, njegova koncentracija ne sme presegati 5 g/l.

2.1.4.3. UCinek senzibilizacije: Uporabi se skupino treh
morskih prasi¢kov, ki niso bili tretirani z nobeno snovjo, ki bi
motila preskus. Trikrat v razmaku petih dni se vbrizga intra-
dermalno vsakemu morskemu prasi¢ku odmerek pripravka
za preiskavo, ki ustreza 500 IU v 0,1 ml. Petnajst do enaind-
vajset dni po tretjem vbrizganju se vbrizga isti odmerek (500
IU) intradermalno omenjenim Zivalim ter kontrolni skupini
treh morskih praSi¢kov z enako telesno teZo, ki predhodno
$e niso bili tuberkulinizirani. Stirindvajset do osemindvajset
ur po zadnjih vbrizganjih ni znacilnih razlik v reakciji med
obema skupinama.

2.1.4.4. Toksi¢nost: Uporabi se dva morska prasicka, od
katerih vsak tehta vsaj 250 g, ki predhodno nista bila tretirana
z nobeno snovjo, ki bi motila preskus. Podkozno se vsakemu
morskemu prasicku vbrizga 0,5 ml pripravka, ki je v preiskavi.
Zivali se opazuje sedem dni. V obdobju opazovanja ni nobe-
nih nenormalnih ucinkov.

2.1.4.5. Sterilnost: Ustreza preskusu na sterilnost, pred-
pisanem v monografiji o cepivih za uporabo v veterinarstvu,
Cetrta izdaja 2002, Evropske farmakopeje.

2.1.5. UCinkovitost

Ucinkovitost tuberkulina PPD (bovinega in aviarnega)
se doloc¢a s primerjavo reakcij, ki jih pokazejo senzibilizirani
morski praSicki po intradermalnem vbrizganju niza razred-
Cenih pripravkov za preiskavo, z reakcijami, ki jih povzrocijo
znane koncentracije referenénega pripravka tuberkulina
(bovinega ali aviarnega, kakor je ustrezno) preciS€enega
proteinskega derivata, merjene v IU (mednarodnih enotah).

Za preskus ucinkovitosti se senzibilizira najmanj devet
albino morskih praSic¢kov, od katerih vsak tehta od 400 do
600 g, z globoko intramuskularno injekcijo 0,0001 mg mokre
mase zive M. bovis, sev AN5, razred¢ene v 0.5 ml raztopine
9 g/l natrijevega klorida R za bovini tuberkulin, ali ustreznega
odmerka inaktivirane ali Zive M. avium za aviarni tuberkulin.
Najmanj Stiri tedne po senzibilizaciji morskih prasi¢kov, se
morske prasicke obrije po obeh bokih, da se dobi na vsaki
strani prostor za najve¢ Stiri mesta vbrizga. Pripravi se raz-
topine pripravka za preiskavo ter referenénega pripravka, z
uporabo izotoni¢ne solne raztopine fosfatnega pufra (pH 6,5-
7.5), ki vsebuje 0,005 g/l polisorbata 80 R. Uporabi se najman;j
tri odmerke referen¢nega pripravka, in najmanj tri odmerke
pripravka za preiskavo. Odmerke se izbere tako, da imajo na-
stale lezije premer najmanj 8 mm do najve¢ 25 mm. Raztopine
se razporeja po mestih naklju¢no v obliki latinskega kvadrata.
Vsak odmerek se vbrizga intradermalno, s konstantnim volum-
nom 0,1 ml ali 0,2 ml. Po 24 do 28 urah se izmeri premere lezij
in izracuna rezultat preskusa po obi€ajnih statisti¢nih metodah
in na podlagi domneve, da so premeri lezij premo sorazmerni
z logaritmom koncentracije tuberkulinov.

Preskus ni veljaven, €e meje zanesljivosti napake
(P = 0,95) niso manjSe od 50% in ne vecje od 200% ocenjene
ucinkovitosti. Ocenjena ucinkovitost ni manjSa od 66% in ne
ve€ja od 150% specificirane ucinkovitosti za bovini tuber-
kulin. Ocenjena ucinkovitost ni manjSa od 75% in ne vedja
od 133% specificirane uginkovitosti za aviarni tuberkulin.
Specificirana ucinkovitost ni manjSa od 20000 IU/ml za oba
tuberkulina (bovini in aviarni).

2.1.6. Skladis¢enje

Skladisci se zas¢iteno pred svetlobo, pri temperaturi 5
+3°C.

2.1.7. Oznacevanje na nalepki

Oznaka na nalepki vsebuje naslednje navedbe:

a. uCinkovitost v mednarodnih enotah IU (International
Units) na mililiter,

b. ime in koli¢ino katere koli dodane snovi,

c. za liofilizirane pripravke:

— ime in volumen rekonstitucijske tekoc€ine, ki jo je treba
dodati,

—da je treba proizvod uporabiti takoj po rekonstituciji.

2.2. Preskusni postopki

2.2.1. Nasledniji postopki se priznavajo kot uradni intra-
dermalni tuberkulinski preskusi:

a. enkratni intradermalni preskus: za ta preskus je po-
trebna ena sama injekcija bovinega tuberkulina,

b. intradermalni primerjalni preskus: za ta preskus je
treba istoasno vbrizgati eno injekcijo bovinega tuberkulina
in eno injekcijo aviarnega tuberkulina.

2.2.2. Odmerek vbrizganega tuberkulina ne sme biti:

a. manjsi od 2000 IU bovinega tuberkulina,

b. manjsi od 2000 IU aviarnega tuberkulina.

2.2.3. Volumen vsakega vbrizga ne sme presegati
0,2 ml.



2.2.4. Tuberkulinski preskusi se izvajajo z vbrizganjem
tuberkulina(ov) v koZo na vratu. Mesta vbrizganja se morajo
nahajati na meji med sprednjo in srednjo tretjino vratu. Kadar
se vbrizgata oba, aviarni in bovini tuberkulin v isto Zival, mora
biti mesto vbrizganja aviarnega tuberkulina priblizno 10 cm
od grebena vratu, in mesto za vbrizganje bovinega tuberkuli-
na priblizno 12,5 cm nizje, na liniji, priblizno vzporedni z linijo
ramena, ali pa na nasprotnih straneh vratu; pri mladih Zivalih,
kjer ni dovolj prostora za ustrezno locitev mest vbrizga na eni
strani vratu, vbrizgamo po eno injekcijo na vsaki strani vratu,
na identi€nih mestih v sredini srednje tretjine vratu.

2.2.5. Tehnika tuberkulinskih preskusov in razlaga re-
akcij sta nasledniji:

2.2.5.1. Tehnika:

Mesta vbrizganja je potrebno ostrici in odistiti. Na vsa-
kem ostrizenem mestu se prime kozno gubo s palcem in ka-
zalcem, jo izmeri s kutimetrom in zapiSe debelino. Odmerek
tuberkulina se vbrizga na nacin, ki zagotavlja, da je tuberkulin
vbrizgan intradermalno. Uporabi se lahko kratko sterilno iglo,
s poSevnim robom navzven, in z graduirano brizgalko, na-
polnjeno s tuberkulinom, ki se jo vbode poSevno v globlje
plasti koze. Pravilen vbod injekcije se potrdi z otipom majhne
nabrekline velikosti graha na vsaki strani vbrizga. Debelino
kozne gube se na vsakem mestu vbrizga ponovno izmeri 72
ur (x 4 ure) po vbrizganju in zapiSe.

2.2.5.2. Razlaga reakcij

Razlaga reakcij mora temeljiti na klini€chem opazovanju
ter evidentiranem povecanju debeline kozne gube na mestih
vbrizganja 72 ur po vbrizganju tuberkulina(ov). Reakcije so
lahko naslednje:

a. negativna reakcija: ¢e se opazi le omejeno oteklino
s povecCanjem debeline koZzne gube do najve¢ 2 mm in brez
kliniénih znakov, kakor so razprSeni ali razSirjeni edem, pote-
nje, nekroza, bolecine ali vnetje limfnih kanalov v tem predelu
oziroma bezgavk.

b. sumljiva reakcija: ¢e se ne opazi nobenih kliniénih
znakov iz prejSnje podtocke, in &e se debelina kozne gube
poveca za ve¢ kot 2 mm in manj kot 4 mm.

c. pozitivna reakcija: e se opazijo klini¢ni znaki iz pod-
toCke a) te tocke, ali ¢e se debelina kozne gube na mestu
vbrizganja poveca za 4 mm ali vec.

2.2.5.3. Razlaga uradnega intradermalnega tuberkulin-
skega preskusa je naslednja:

2.2.5.3.1. Enkratni intradermalni preskus je lahko:

a. pozitiven: pozitivna bovina reakcija, kakor je opre-
deljena pod c) tocke 2.2.5.2;

b. sumljiv: sumljiva reakcija, kakor je opredeljena pod
b) tocke 2.2.5.2;

c. negativen: negativna bovina reakcija, kakor je opre-
deljena pod c) tocke 2.2.5.2.

Zivali, ki reagirajo sumljivo v enkratnem intradermalnem
preskusu, je treba ponovno testirati po najmanj 42 dneh.

Za zivali, ki ne reagirajo negativno na ta drugi preskus,
se Steje, da so pozitivne na preskus.

Zivali, ki reagirajo pozitivno v enkratnem intrader-
malnem preskusu, se lahko testirajo po intradermalnem
primerjalnem preskusu, ¢e pri€akujemo lazno pozitivno ali
interferen¢no reakcijo.

2.2.5.3.2. Intradermalni primerjalni preskus za vzposta-
vitev in ohranjanje statusa ¢rede, uradno proste tuberkuloze
je lahko:

a. pozitiven: pozitivna reakcija na bovini tuberkulin, ki je
za vec kot 4 mm vecja od reakcije na aviarni tuberkulin, ali
prisotnost klini¢nih znakov;

b. sumljiv: pozitivna ali sumljiva reakcija na bovini
tuberkulin, ki je od 1 do 4 mm vecja od reakcije na aviarni
tuberkulin, in odsotnost kliniénih znakov;

c. negativen: negativna reakcija na bovini tuberkulin, ali
pozitivna ali sumljiva reakcija na bovini tuberkulin, ki je enaka
ali manj$a od pozitivne ali sumljive reakcije na aviarni tuber-
kulin, in odsotnost klini¢nih znakov v obeh primerih.

Zivali, ki sumljivo reagirajo na intradermalni primerjalni
preskus, je treba ponovno testirati po najmanj 42 dneh. Za
zivali, ki ne reagirajo negativno na ta drugi preskus, se Steje,
da so pozitivhe na preskus.

2.2.5.3.3. Status ¢rede, uradno proste tuberkuloze, se
lahko zaCasno razveljavi, dokler ni uradno dolo¢en status
naslednjih zivali:

a. Zivali, za katere se Steje, da so sumljivo reagirale na
enkratni intradermalni tuberkulinski preskus;

b. Zivali, za katere se Steje, da so pozitivno reagirale na
enkratni intradermalni tuberkulinski preskus, vendar ¢akajo na
ponovno testiranje z intradermalnim primerjalnim preskusom;

c. zivali, za katere se Steje, da so sumljivo reagirale na
intradermalni primerjalni preskus.

3. DOPOLNILNO PRESKUSANJE

Da bi omogo¢ili odkritje kar najvecjega Stevila inficiranih
in bolnih zivali v €redi ali regiji, lahko VURS dovoli uporabo
testa na interferon gamma, omenjenega v poslovniku stan-
dardnih postopkov za diagnosti¢ne preskuse in cepiva, Cetrta
izdaja, 2000, Poglavje 2.3.3. (bovina tuberkuloza), dodatno k
tuberkulinskemu preskusu.

lll. BRUCELOZA

1. Za namene tega dela imajo uporabljeni izrazi na-
slednji pomen:

— Zivali so vsa goveda, razen moskih zivali za pitanje, ¢e
prihajajo iz ¢red, ki so uradno proste bruceloze; za te Zivali
mora uradni veterinar za in8pekcijski nadzor izdati odlo¢bo,
na podlagi katere gredo lahko te zivali le neposredno v zakol
in se nikakor ne smejo uporabljati kot plemenske zivali;

— serolo8ki test pomeni ali seroaglutinacijski test, test
hitre aglutinacije s puferiranim in obarvanim antigenom,
reakcijo vezanja komplementa (RVK), plazma aglutinacijski
test, plazma prstanasti test, mikro-aglutinacijski test ali ELISA
test za preiskave posameznih vzorcev krvi, kot je opisano v
Illa delu te priloge;

— mlecni test pomeni mle¢no prstanasti preizkus (MPP)
ali mle¢ni ELISA test v skladu s Illa. delom te priloge;

— drugi testi so testi, ki jih lahko za ugotavljanje brucelo-
ze odobri pristojni organ in so opisani v llla delu te priloge.

2. Goveja ¢reda je uradno prosta bruceloze, Ce:

a. zivali niso bile cepljene proti brucelozi (krave — naj-
manj 3 leta);

b. Zivali vsaj 6 mesecev ne kazejo klininih znakov
bruceloze;

c. so bile vse Zivali, starejSe od 12 mesecev, pregledane
in so bili rezultati preiskav negativni, in sicer:

— kri: dva seroloska testa, opravljena v presledku ve¢
kot tri mesece in manj kot 12 mesecev ali

— mleko: trije mlecni preizkusi, opravljeni v trimesecnih
presledkih, katerim vsaj Sest tednov kasneje sledi seroloski
test;

d. vse nove zivali prihajajo iz €red, uradno prostih bruce-
loze in je bil pri seroaglutinacijskem testu pri Zivalih, starejSih
od 12 meseceyv, brucelozni titer manjsi od 30 IU aglutinacije
na ml ali pa so bili rezultati drugih testov negativni;test mora
biti opravljen v skladu s llla delom te priloge, v 30 dneh pred
ali 30 dneh po vkljugitvi teh Zivali v ¢redo; Ce se test opravi v
30 dneh po prikljucitvi nove Zzivali, je treba novo zival, dokler
ni dokazano negativna, fizi€no izolirati od drugih zivali v ¢redi
tako, da se onemogoci vsak posredni ali neposredni stik z
ostalimi zivalmi.

3. Goveja ¢reda obdrzi status ¢rede, uradno proste
bruceloze, ¢e so izpolnjeni naslednji pogoji:

a. Ce se vsako leto izvede eno od naslednjih testiranj in
so rezultati testiranj negativni:

— trije mle€no prstanasti preizkusi, izvedeni v najmanj
trimesecnih presledkih

— trije mle¢ni ELISA testi, izvedeni v najman;j trimesec-
nih presledkih;



— dva mle¢no prstanasta preizkusa, izvedena v najmanj
trimesecnih presledkih, katerima najmanj Sest tednov pozneje
sledi seroloski test;

— dva mle¢na ELISA testa, izvedena z najman;j trimesec¢-
nim presledkom, katerima Sest tednov pozneje sledi seroloski
test;

— dva seroloSka testa, izvedena z najmanj trimesecnim
in najve¢ dvanajstmesecnim presledkom.

Pogostnost rednih preiskav v drzavi ali delu drzave, ki
ni uradno prost bruceloze, ima pa goveje ¢rede vkljuéene v
uradni program izkoreninjanja bruceloze, se lahko spremeni
na naslednji nagin:

— Ce je bruceloza potriena v manj kot 1% c&red, se letno
opravita dva mlec¢na testa v najman;j trimese¢nem presledku
ali en seroloski test;

— &e je vsaj Stiri leta vsaj 99,8% ¢Ered priznanih kot urad-
no prostih bruceloze, se seroloski test opravi vsaki dve leti,
Ce so preiskane vse zivali, starejSe od 12 mesecey, ali pa se
serolosko testiranje opravi vsako leto, Ce se testirajo vse Zivali,
starejSe od 24 mesecev;

b. vse nove zivali prihajajo iz ¢red, uradno prostih bruce-
loze in je bil pri seroaglutinacijskem testu pri zivalih, starejSih
od 12 mesecey, brucelozni titer manjsi od 30 IU aglutinacije
na ml ali pa so bili rezultati drugih testov negativni;test mora
biti opravljen v skladu s llla delom te priloge, v 30 dneh pred
ali 30 dneh po vkljucitvi teh zivali v €redo; €e se test opravi v
30 dneh po prikljucitvi nove Zivali, je treba novo Zival, dokler
ni dokazano negativna, fizi¢no izolirati od drugih Zivali v €redi
tako, da se onemogoci vsak posredni ali neposredni stik z
ostalimi zivalmi.

Test iz prejSnjega odstavka ni potreben, ¢e v drzavi ali
delu drzave zadniji dve leti odstotek ¢red, okuzenih z bruce-
lozo, ni presegel 0,2% in €e Zzivali prihajajo iz ¢red, uradno
prostih bruceloze, ki med prevozom niso prisle v stik z Zivalmi
nizjega zdravstvenega statusa.

c. ne glede na to¢ko b. pa se lahko v €redo, uradno pros-
to bruceloze, vkljugijo tudi zivali, ki prihajajo iz ¢rede, proste
bruceloze, €e so starejSe od 18 mesecev in, €e so bile ceplje-
ne, je moralo cepljenje biti opravljeno vsaj eno leto pre;j.

Te Zivali morajo biti pregledane 30 dni pred vklju€itvijo v
¢redo s seroaglutinacijskim testom, pri €emer mora biti bruce-
lozni titer manjSi od 30 U aglutinacije na ml in rezultat RVK ali
drugega testa, negativen.

Kakorkoli pa, ¢e se v ¢redo, uradno prosto bruceloze,
vkljuci zenska zival iz €rede, proste bruceloze, pod pogoji iz
prejSnjega odstavka, se taka €reda smatra za ¢redo, prosto
bruceloze Se dve leti po vklju€itvi zadnje cepljene Zivali.

4. Status €rede, uradno proste bruceloze se zaCasno
razveljavi v naslednjih primerih:

a. Ce pogoji iz 2. in 3. toCke tega dela niso ve€ izpolnjeni;
ali

b. e zaradi izvidov laboratorijskih testov ali na klini¢ni
podlagi pri eni ali ve€ Zivalih obstaja sum, da imajo brucelozo
in so bile sumljive zZivali poslane v zakol ali izolirane na tak
nacin, da ni mogo¢ posreden ali neposreden stik z drugimi
Zivalmi.

V primeru, da je bila Zival poslana v zakol in ni ve€ na
razpolago za testiranje, zaasna razveljavitev preneha, Ce se
pri vseh Zivalih v ¢redi, starejSih od 12 meseceyv, opravita dva
seroaglutinacijska testa, pri Cemer je brucelozni titer manjsi od
30 U aglutinacije na ml. Prvi test mora biti opravljen vsaj 30
dni po izlogitvi zivali in drugi vsaj 60 dni kasneje.

Ce je bila zival izolirana od drugih Zivali v éredi, jo je
mogoce spet prikljuciti ¢redi in Credi povrniti status:

— Ce je bil opravljen sero aglutinacijski test, pri Cemer je
bil brucelozni titer man;jSi od 30 1U aglutinacije na ml in je bil
rezultat RVK testa negativen ALI

— po negativnem izvidu kombinacije testov, opravljene v
skladu s Illa. delom te priloge.

Testi oziroma kombinacija testov se dolo¢i v odlocbi,
s katero se v skladu s tem pravilnikom za¢asno razveljavi
status.

5. Status ¢rede, uradno proste bruceloze mora biti
odvzet, Ce je v Credi z laboratorijskimi testi ali epidemiolo-
Skimi preiskavami potriena okuzba z brucelo.

Status se Credi povrne, €e so vse zivali, ki so bile v ¢redi
v €asu izbruha, izlo€ene ali ko so vse Zivali v ¢redi preiskane
in sta dva zaporedna testa, opravljena v 60-dnevnem pre-
sledku na vseh zivalih, starejSih od 12 mesecev, negativna,
pri Eemer mora biti prvi test opravljen najmanj 30 dni po od-
stranitvi zadnje okuzene Zzivali.

V primeru krav, ki so bile v ¢asu izbruha okuzbe breje,
je treba konéni test opraviti 21 dni po otelitvi zadnje od krav,
ki so bile breje v €asu izbruha okuzbe.

6. Goveja Creda je prosta bruceloze, e izpolnjuje po-
goje iz tock 2(b) in (c) in je bilo cepljenje izvedeno kot sledi:

a. zenske zivali so bile cepljene:

— pred starostjo Sestih mesecev z »live strain 19« ce-
pivom ali

— pred starostjo 15 mesecev z »killed 45/20 adjuvant«
cepivom, ki je bilo uradno pregledano in odobreno ali

— z drugim odobrenim cepivom.

b. pri zivalih mlajSih od 30 mesecey, ki so bile cepljene
z »live strain 19« cepivom, je lahko brucelozni titer pri sero-
aglutinacijskem testu visji od 30 IU vendar manj8i od 80 |U
aglutinacije na ml, s tem, da je rezultat RVK testa nizji kot
30 EEC enot v primeru Zenskih zivali, ki so bile cepljene v
obdobju 12 mesecev pred testiranjem oziroma manj kot 20
EEC enot, v ostalih primerih.

7. Goveja Creda obdrzi status ¢rede, proste brucelo-
ze, Ce so izpolnjeni naslednji pogoiji:

a. Ce so zivali pregledane na enega od nacinov iz tocke
3(a);

b. €e Zivali, ki se vklju€ujejo v Eredo, izpolnjujejo pogoje
iz tocke 3(b) ali

— izvirajo iz €red, prostih bruceloze in, ¢e gre za zivali,
starejSe od 12 mesecev, morajo biti 30 dni pred vkljucitvijo ali
v izolaciji po vkljugitvi, testirane v skladu s prilogo llla; pri tem
mora biti brucelozni titer manjsi od 30 IU aglutinacije na ml pri
seroaglutinacijskem testu in rezultat RVK negativen; ali

— izvirajo iz €red, prostih bruceloze, so mlajSe od 30
mesecev in so bile cepljene z »live strain 19« cepivom in je
brucelozni titer pri seroaglutinacijskem testu visji od 30 1U
vendar man;jsi od 80 IU aglutinacije na ml, s tem, da je rezul-
tat RVK testa nizji kot 30 EEC enot v primeru Zenskih Zzivali,
ki so bile cepliene v obdobju 12 mesecev pred testiranjem
oziroma manj kot 20 EEC enot, v ostalih primerih.

8. Status ¢rede, proste bruceloze, se za¢asno raz-
veljavi v naslednjih primerih:

a. ¢e niso vec izpolnjeni pogoji iz tock 6. in 7. ali

b. e na podlagi izvidov laboratorijskih testov ali na kli-
niéni podlagi pri eni ali ve¢ Zivalih, starejSih od 30 meseceyv,
obstaja sum, da imajo brucelozo in so bile sumljive zivali po-
slane v zakol ali izolirane na tak nacin, da ni mogo¢ posreden
ali neposreden stik z drugimi Zivalmi.

Ce je bila zival izolirana od drugih Zivali v &redi, jo je
mogocCe spet prikljugiti Credi in &redi povrniti status:

— Ce je bil opravljen sero aglutinacijski test, pri Cemer je
bil brucelozni titer manjsi od 30 IU aglutinacije na ml in je bil
rezultat RVK testa negativen ALI

— po negativnem izvidu kombinacije testov, opravljene
v skladu s llla. delom te priloge.

Testi oziroma kombinacija testov se doloci v odlocbi,
s katero se v skladu s tem pravilnikom za€asno razveljavi
status.

V primeru, da je bila zival poslana v zakol in ni ve¢ na
razpolago za testiranje, zaCasna razveljavitev preneha, ¢e se
pri vseh zivalih v ¢redi, starejSih od 12 meseceyv, opravita dva
seroaglutinacijska testa, pri Eemer je brucelozni titer man;jsi
od 30 IU aglutinacije na ml. Prvi test mora biti opravljen vsaj
30 dni po izlogitvi zivali in drugi vsaj 60 dni kasneje.

Pri zivalih, ki bi morale biti testirane (v skladu s pred-
hodnjima odstavkoma) in so mlaj$e od 30 mesecev ter so bile



cepliene z »live strain 19« cepivom, je lahko brucelozni titer
pri seroaglutinacijskem testu visji od 30 IU vendar manjsi od
80 IU aglutinacije na ml, s tem, da je rezultat RVK testa nizji
kot 30 EEC enot v primeru Zzenskih zZivali, ki so bile cepljene
v obdobju 12 mesecev pred testiranjem oziroma manj kot 20
EEC enot, v ostalih primerih.

9. Status €rede, proste bruceloze, mora biti odvzet,
Ce je v Credi z laboratorijskimi testi ali z epizootioloSkimi pre-
iskavami potrjena okuzba z brucelo.

Status se ¢redi povrne, e so vse Zivali, ki so bile v ¢redi
v €asu izbruha, izloCene ali ko so vse zivali v ¢redi preiskane
in sta dva zaporedna testa, opravljena v 60-dnevnem pre-
sledku pri vseh necepljenih zivalih, starejSih od 12 mesecey,
negativna, pri ¢emer mora biti prvi test opravljen najmanj 30
dni po odstranitvi zadnje okuzene Zivali.

Zivali, ki bi morale biti testirane (glede na prej$nji odsta-
vek) in so mlajse od 30 mesecev ter so bile cepliene z »live
strain 19« cepivom, se smatrajo za negativne, e je bruce-
lozni titer pri seroaglutinacijskem testu visji od 30 IU vendar
man;jsi od 80 IU aglutinacije na ml, s tem, da je rezultat RVK
testa nizji kot 30 EEC enot v primeru Zenskih Zivali, ki so bile
cepliene v obdobju 12 mesecev pred testiranjem oziroma
manj kot 20 EEC enot, v ostalih primerih.

V primeru krav, ki so bile v ¢asu izbruha okuzbe breje,
je treba kon¢ni test opraviti 21 dni po otelitvi zadnje od krav,
ki so bile breje v ¢asu izbruha okuzbe.

10. Drzavo ali del drzave je mogoce proglasiti za
uradno prosto bruceloze, ¢e izpolnjuje naslednje pogoje:

a. da vsaj tri leta ni bilo okuzbe z brucelo (bruceloznega
abortusa ali izolacije B. abortus) in je v vsakem od petih za-
porednih let vsaj 99,8% ¢red doseglo status ¢rede, uradno
proste bruceloze, pri ¢emer je bil ta odstotek izraCunan na
dan 31. decembra vsakega koledarskega leta.

Ce se pri ugotavljanju bruceloze izvaja stamping-out
celotne Crede, se pri zgoraj omenjenem izraunavanju pov-
precja ne Stejejo:

— posamezni primeri, za katere se z epidemiolosko
preiskavo ugotovi, da so se pojavili pri Zivalih, ki so bile pri-
peljane iz druge drzave ali iz druge regije;

— Crede, katerih status uradno prostih bruceloze je bil
zacCasno razveljavljen ali odvzet zaradi drugih razlogov in ne
zaradi suma na brucelozo. VURS vodi register teh primerov
in vsako leto pripravi letno porocilo.

b. da so zivali oznagene in registrirane v skladu s pred-
pisom, ki ureja oznacevanije in registracijo govedi, tako da je
omogocena identifikacija Erede in premikov oziroma prometa
za vsako posamezno zival in

c. da se prijavijo vsi primeri abortusov Zivali in razis¢e
oziroma ugotovi njihov vzrok.

11. Drzava ali del drzave obdrzi status drzave ali re-
gije, uradno proste bruceloze:

a. dokler so izpolnjeni pogoiji iz prejSnje tocke;

b. ¢e so vsako leto v €asu prvih petih let po pridobitvi
tega statusa vse zivali, starejSe od 24 mesecev v vsaj 20%
vseh €red negativno reagirale na seroloski test oziroma na
preiskavo mle¢nih vzorceyv, Ce gre za ¢rede molznic;

c. Ce se vsak sum bolezni obvezno prijavi in se vsako
sumljivo zival pregleda; preiskava zajema najmanj dva sero-
loSka testa krvi, vklju€no z reakcijo vezanja komplementa ter
mikrobiolosko preiskavo ustreznih vzorceyv;

d. €e se v €asu suma, dokler preiskave iz toc¢ke (c) niso
konane oziroma niso rezultati preiskav negativni, izvorni
Credi oziroma Credi, ki je bila v stiku s sumljivo Zivaljo, status
Crede, uradno proste bruceloze, zacasno razveljavi;

e. Ce so bila v primeru izbruha bruceloze, ki se je raz-
Sirila, vsa goveda zaklana. Vse ostale, za bolezen dovzetne
zivali morajo biti pregledane z ustreznimi testi, prostore ter
opremo pa odcistiti in razkuziti.

llla. PREISKAVE NA BRUCELOZO

1. IDENTIFIKACIJA POVZROCITELJA BOLEZNI

Dokazovanje z modificiranim kislinsko odpornim ali imu-
nospecificnim barvanjem organizmov z morfologijo Brucelle
v abortivnem tkivu, vaginalnih izcedkih ali mleku omogoca
domnevno dokazovanje prisotnosti bruceloze, zlasti ¢e je
podprto s seroloSkimi testi.

Po izolaciji je treba identificirati vrsto in biovar glede na
lizo fagov in/ali teste oksidativnega metabolizma, dejavnike,
ki vplivajo na uporabo kultur, biokemijske dejavnike in sero-
loSke dejavnike.

Uporabljene tehnike in mediji, njihova standardizacija
in interpretacija rezultatov morajo biti v skladu s tistimi, opre-
deljenimi v Priro¢niku OIE o standardih za diagnosti¢ne teste
in cepiva — OIE, Cetrta izdaja, 2000, Poglavje 2.3.1 (goveja
bruceloza), Poglavje 2.4.2 (bruceloza pri kozah in ovcah) in
Poglavje 2.6.2 (bruceloza pri prasicih).

2. IMUNOLOSKI TESTI

2.1. Standardi

2.1.1. Brucella abortus biovar 1 sev Weybridge 99 ali
sev USDA 1119-3 se uporabi za pripravo vseh antigenov, ki
se uporabijo za RB aglutinacijski test (Rose Bengal Test),
test serumske aglutinacije (SAT), test vezanja komplementa
(CFT) in mle€no prstanasti test (MRT).

2.1.2. Standardni referenéni serum za RBT, SAT, CFT
in MRT je mednarodni referen¢ni standardni serum OIE
(OIEISS), prej imenovan drugi mednarodni serum WHO
proti bakteriji Brucella abortus (ISAbS).

2.1.3. Standardni referenéni serumi za teste ELISA so:

— OIEISS,

— 8ibko pozitivni OIE ELISA standardni serum (OIEE-
LISA,,.SS),

— mocno pozitivni OIE ELISA standardni serum (OIE-
ELISA.SS),

— Negativni OIE ELISA standardni serum (OIEELI-
SASS).

2.1.4. Zgoraj omenjeni standardni serumi so na voljo pri
Veterinary Laboratories Agency (VLA), Weybridge, Zdruzeno
kraljestvo.

2.1.5. OIEISS, OIEELISA,SS, OIEELISA_SS in
OIEELISASS so mednarodni primarni standardi, na pod-
lagi katerih se doloCajo sekundarni referen¢ni nacionalni
standardi (»delovni standardi«) za vsak posamezen test v
vsaki drzavi ¢lanici.

2.2. Encimskoimunske metode (testi ELISA) ali
drugi vezalni testi za ugotavljanje goveje bruceloze v
serumu ali mleku

2.2.1. Snovi in reagenti

Uporabljene tehnike in interpretacija rezultatov morajo
biti predhodno validirani v skladu z naceli, predpisanimi v
Poglavju 1.1.3 Priro¢nika standardov za diagnostine teste
in cepiva — OIE, Cetrta izdaja, 2000, in morajo zajemati vsaj
laboratorijske in diagnosti¢ne Studije.

2.2.2. Standardizacija testa

2.2.2.1. Standardizacija testnega postopka za posa-
mezne vzorce seruma:

(a) predrazred¢itev  1/150(') standardnega seruma
OIEISS ali predrazred¢itev 1/2 standardnega seruma OIE-
ELISA,.SS ali predrazredCitev 1/16 standardnega seruma
OIEELISA,SS, pripravijena v negativnem serumu (ali v
negativnem zbirnem vzorcu serumov) mora dati pozitivho
reakcijo;

(b) predrazred¢itev  1/600 standardnega seruma
OIEISS ali predrazredcitev 1/8 standardnega seruma OIE-
ELISA,,SS ali predrazredCitev 1/64 standardnega seruma
OIEELISA,SS, pripravijena v negativnem serumu (ali v
negativnem zbirnem vzorcu serumov) mora dati negativno
reakcijo;

' Za namene te priloge so razredcitve, predpisane za pripravo
tekocCinskih reagentov, izrazene na primer v obliki 1/150, kar po-
meni razredcCitev 1:150.



(c) standardni serum OIEELISA SS mora vedno dati
negativno reakcijo.

2.2.2.2. Standardizacija testnega postopka za zbirne
vzorce serumov:

(a) predrazredcitev  1/150 standardnega seruma
OIEISS ali predrazredcitev 1/2 standardnega seruma OIE-
ELISA,.SS ali predrazredCitev 1/16 standardnega seruma
OIEELISA,.SS, pripravljena v negativnem serumu (ali v ne-
gativnem zbirnem vzorcu serumov) in ponovno razred€ena
v negativnih serumih glede na $tevilo vzorcey, ki sestavljajo
zbirni vzorec, mora dati pozitivno reakcijo;

(b) standardni serum OIEELISA SS mora vedno dati
negativno reakcijo;

(c) test mora biti ustrezen za ugotavljanje dokazov o
infekciji pri eni sami zivali iz skupine zivali, katerih vzorci
seruma sestavljajo zbirni vzorec.

2.2.2.3. Standardizacija testnega postopka za zbirne
vzorce mleka ali sirotke:

(a) predrazredCitev  1/1000 standardnega seruma
OIEISS ali predrazredgitev 1/16 standardnega seruma OIE-
ELISA,.SS ali predrazredCitev 1/125 standardnega seruma
OIEELISA,,SS, pripravljena v negativnem serumu (ali v ne-
gativnem zbirnem vzorcu serumov) in ponovno razredéena
1/10 v negativnem mleku, mora dati pozitivno reakcijo;

(b) standardni serum OIEELISASS, razredCen 1/10 v
negativnem mleku, mora vedno dati negativno reakcijo;

(c) test mora biti ustrezen za ugotavljanje dokazov o
infekciji pri eni sami zivali iz skupine zivali, katerih vzorci
mleka ali sirotke sestavljajo zbirni vzorec.

2.2.3. Pogoji za uporabo testov ELISA za diagnosticira-
nje goveje bruceloze:

2.2.3.1. Ob zgoraj omenjenih pogojih za umerjanje
testov ELISA na vzorcih seruma mora biti diagnosti¢na ob-
Cutljivost testa ELISA enaka ali vecja kot pri testih RBT ali
CFT, ob upostevanju epidemiolo$kih razmer, pri katerih se
uporablja.

2.2.3.2. Ob zgoraj omenjenih pogojih za umerjanje te-
sta ELISA na zbirnih vzorcih mleka mora biti diagnosti¢na
obcutljivost testa ELISA enaka ali vecja kot pri testu MRT,
ob upostevanju ne le epidemioloSkih razmer, temvec tudi
povprecnih in pric¢akovanih odstopajocih sistemov reje.

2.2.3.3. Ce se testi ELISA uporabljajo za namene certifi-
ciranja v skladu s ¢lenom 6(1) ali za vzpostavitev in ohranja-
nje statusa ¢rede v skladu s Prilogo A(I)(10), je treba zbirne
vzorce seruma pripravljati tako, da je mogoce rezultate testov
nedvoumno povezati s posamezno zivaljo, vklju€eno v zbirni
vzorec. Vsak potrditveni test je treba izvajati na vzorcih se-
ruma, odvzetega od posameznih zivali.

2.2.3.4. Testi ELISA se lahko uporabljajo na vzorcu
mleka, odvzetega iz mleka, zbranega na gospodarstvu, na
katerem je vsaj 30% krav mlekaric v obdobju mle¢nosti.
Ce se uporabi ta metoda, je treba zagotoviti nedvoumno
sledljivost vzorcev, odvzetih za preiskave, do posameznih
zivali, od katerih je pridobljeno mleko. Vsak potrditveni test
je treba izvajati na vzorcih seruma, odvzetega od posamez-
nih Zivali.

2.3. Test vezanja komplementa (CFT)

2.3.1. Antigen predstavlja bakterijsko suspenzijo v solni
raztopini fenola (NaCl z 0,85% (m/v) in fenol z 0,5% (v/v)) ali
v pufru veronala. Antigeni se lahko dobavljajo v koncentrirani
obliki, pod pogojem, da je faktor razredgitve, ki ga je treba
uporabiti, naveden na nalepki steklenice. Antigen je treba
shranjevati pri 4 °C in se ne sme zamrzniti.

2.3.2. Serumi se inaktivirajo kot sledi:

— goveji serum: 56 do 60 °C v ¢asu 30 do 50 minut,

2.3.3. Da se v testnem postopku izvede pristna reakcija,
je treba uporabiti odmerek komplementa, ki je visji od naj-
manjSega potrebnega za popolno hemolizo.

2.3.4. Pri izvajanju testa vezanja komplementa je treba
vsakokrat opraviti naslednje kontrole:

(a) kontrola proti-komplementarnega ucinka seruma;

(b) kontrola antigena;

(c) kontrola senzibiliziranih rdecih krvnick;

(d) kontrola komplementa;

(e) kontrola z uporabo pozitivnega seruma z obdutlji-
vostjo z zacetka reakcije;

(f) kontrola specifi€nosti reakcije ob uporabi negativne-
ga seruma.

2.3.5. Izracun rezultatov

Standardni serum OIEISS vsebuje 1000 mednarodnih
enot CFT (ICFTU) na ml. Ce se standardni serum OIEISS
preskuSa v dani metodi, je rezultat podan kot titer (T
Rezultat testa za testni serum, podan kot titer (T, qrserum):
mora biti izraZzen v enotah ICFT na ml. Za pretvorbo izraza
titra v enote ICFT se faktor (F), potreben za pretvorbo titra
neznanega testnega seruma (T .q;eruw)» Preskusanega
po zadevni metodi, v izraz ICFTU, izracuna po naslednji
formuli:

F=1,000 x 1/T s

in vsebnost mednarodnih enot CFT na ml testnega
seruma (ICF_ - cicerum) PO formuli:

IKBRETESTSERUM = F X TTESTSERUM

2.3.6. Interpretacija rezultatov

Serum, ki vsebuje 20 ali ve¢ enot ICFT na ml, se Steje
za pozitivnega.

2.4. Mle¢no prstanasti test (MRT)

2.4.1. Antigen predstavlja bakterijsko suspenzijo v solni
raztopini fenola (NaCl z 0,85% (m/v) in fenol z 0,5% (v/v)),
obarvani s hematoksilinom. Antigen je treba shranjevati pri 4
°C in se ne sme zamrzniti.

2.4.2. Obcutljivost antigena je treba standardizirati gle-
de na standardni serum OIEISS tako, da antigen da pozitivho
reakcijo pri razredgCitvi 1/500 standardnega seruma OIEISS
v negativnem mleku, medtem ko mora pri razredcitvi 1/1000
reagirati negativno.

2.4.3. Mle¢ni prstanasti test se opravi na vzorcih, ki
predstavljajo vsebino vsakega zbiralnika za mleko ali vsebino
vsake zbirne cisterne s posameznega gospodarstva.

2.4.4. Pred testom vzorci mleka ne smejo biti zamrznje-
ni, segrevani ali se mo¢no stresati.

2.4.5. Reakcija se izvede po eni od naslednjih metod:

— na stolpcu mleka, visokem vsaj 25 mm, in pri koli€ini
mleka 1 ml, kateri je bilo dodanih 0,03 ml ali 0,05 ml enega
od standardiziranih obarvanih antigenov,

— na stolpcu mleka, visokem vsaj 25 mm, in v koli€ini
mleka 2 ml, kateri je bilo dodanih 0,05 ml enega od standar-
diziranih obarvanih antigenov,

— v koli¢ini mleka 8 ml, kateri je bilo dodanih 0,08 ml
enega od standardiziranih obarvanih antigenov.

2.4.6 MeSanica mleka in antigenov se inkubira pri 37 °C
v €asu 60 minut, skupaj s pozitivnimi in negativnimi delovnimi
standardi. Nadaljnje inkubiranje od 16 do 24 ur pri 4 °C po-
veca obcutljivost testa.

2.4.7. Interpretacija rezultatov:

(a) negativna reakcija: obarvano mleko, neobarvana
smetana;

(b) pozitivha reakcija:

— enako obarvana mleko in smetana, ali

— neobarvano mleko in obarvana smetana.

2.5. Rose Bengal aglutinacijski test (RBT)

2.5.1. Antigen predstavlja bakterijsko suspenzijo razto-
pine antigena Brucelle v pufru pri pH 3,65 + 0,05, obarvano
z barvilom Rose Bengal. Antigen se dobavi pripravijen za
uporabo, shranjevati ga je treba pri 4 °C in se ne sme za-
mrzniti.

2.5.2. Antigen se pripravi brez referenc glede koncen-
tracije celic, njegova obcutljivost pa mora biti standardizira-
na glede na standardni serum OIEISS tako, da antigen da
pozitivno reakcijo pri razredCitvi seruma 1/45 in negativno
reakcijo pri razredgitvi 1/55.

2.5.3. RB aglutinacijski test se izvede na naslednji na-

OIEISS)'

¢in:



(a) serum (20-30 pl) zmeSamo z enako koli¢ino anti-
gena na beli ali emajlirani plos€i, da dobimo povrsino s pri-
bliznim premerom 2 cm. MeS§anico nezno stresamo 4 minute
pri prostorski temperaturi, in pri dobri osvetlitvi opazujemo,
ali pride do aglutinacije;

(b) uporabimo lahko tudi mehaniéno metodo, ki pa mora
biti vsaj enako obc&utljiva in natan¢na kot manualna.

2.5.4. Interpretacija rezultatov

Vsaka opazna reakcija se Steje za pozitivno, razen e
ni prevelike izsuSitve ob robovih.

V vsako zaporedje testov je treba vkljuditi pozitivne in
negativne delovne standarde.

2.6. Test serumske aglutinacije (SAT)

2.6.1. Antigen predstavlja bakterijsko suspenzijo v solni
raztopini fenola (NaCl z 0,85% (m/v) in fenol z 0,5% (v/v)).
Formaldehida ni dovoljeno uporabiti.

Antigeni se lahko dobavijo v koncentrirani obliki, pod
pogojem, da je faktor razredCitve, ki ga je treba uporabiti,
naveden na nalepki steklenice.

V suspenzijo antigena h kon¢ni testni razredc€itvi 5 mM
lahko dodamo EDTA za zmanjSanje obsega lazno pozitivnih
rezultatov pri testu serumske aglutinacije. V suspenziji anti-
gena je treba nato ponovno naravnati pH na vrednost 7,2.

2.6.2. Standardni serum OIEISS vsebuje 1000 med-
narodnih enot aglutinacije.

2.6.3. Antigen se pripravi brez referenc glede koncen-
tracije celic, njegova obcutljivost pa mora biti standardizirana
glede na standardni serum OIEISS tako, da antigen povzroc€i
bodisi 50-odstotno aglutinacijo pri konénem razredcenju se-
ruma od 1/600 do 1/1000 bodisi 75-odstotno aglutinacijo pri
kon&nem razredcenju seruma od 1/500 do 1/750.

Priporocljivo je tudi primerjati reaktivnost novih in pred-
hodno standardiziranih serij antigena ob uporabi seznama
opredeljenih serumov.

2.6.4. Test se izvaja v epruvetah ali na mikroplo$¢ah.
Mesanica antigena in razredCitev seruma se inkubira od 16
do 24 ur pri 37 °C.

Pripraviti je treba vsaj tri razredCitve vsakega seruma.
Razredcitve sumljivih serumov je treba pripraviti tako, da se
reakcija na meji pozitivnosti od€ita na srednji epruveti (ali
jamici v primeru metode z mikroplo$¢o).

2.6.5. Interpretacija rezultatov:

Stopnja aglutinacije Brucelle v serumu mora biti izra-
Zena v IU na ml.

Serum, ki vsebuje 30 ali ve¢ IU na ml, se Steje za po-
zitivnega.

3. DOPOLNILNI TESTI

3.1. Kozni test za dokazovanje bruceloze (BST)

3.1.1. Pogoji za uporabo BST

(a) Kozni test za dokazovanje bruceloze se ne sme
uporabiti za namene certificiranja za trgovino med drzavami
Clanicami Evropske skupnosti.

(b) Kozni test za dokazovanje bruceloze je eden od
najbolj specifiénih testov za ugotavljanje bruceloze pri ne-
cepljenih Zivalih, vendar diagnoze ne smemo postaviti zgolj
na podlagi pozitivnih intradermalnih reakcij.

(c) Govedo, ki negativno reagira na enega od seroloskih
testov, opredeljenih v tej prilogi, in pozitivho reagira na BST,
se Steje za inficirano.

(d) Govedo, ki pozitivno reagira na enega od seroloskih
testov, opredeljenih v tej prilogi, se lahko preskusi s testom
BST v podporo interpretacije rezultatov seroloskih testov,
zlasti ¢e v Credah, prostih bruceloze, ali ¢redah, uradno
prostih bruceloze, ni mogoge izklju€iti navzkrizne reakcije s
protitelesi proti drugim bakterijam.

3.1.2. Test se mora izvajati ob uporabi standardizira-
nega in opredeljenega pripravka alergena bruceloze, ki ne
vsebuje gladkega antigena lipopolisaharidov (LPS), ker to
lahko izzove nespecifi€ne inflamatorne reakcije ali ovira na-
daljnje seroloSke teste.

Primer takega pripravka je Brucellin INRA, pripravljen
iz negladkega seva B. melitensis. Zahteve za njegovo pri-
pravo so podrobno opredeljene v Oddelku B2 Poglavja 2.4.2.
Priro€nika standardov za diagnosti¢ne teste in cepiva — OIE,
Cetrta izdaja, 2000.

3.1.3. Testni postopek

3.1.3.1. Koli¢ina 0,1 ml alergena bruceloze se vbrizga
intradermalno v kavdalno gubo, koZzo na boku, ali ob strani
vratu.

3.1.3.2. Test se odcita po 48-72 urah.

3.1.3.3. Debelino koZe na mestu vbrizganja izmerimo
s pomi¢nim merilom pred vbrizganjem in pri ponovnem pre-
gledu.

3.1.3.4. Interpretacija rezultatov:

Mocne reakcije so lahko prepoznavne zaradi lokalne
otekline in otrdelosti.

Odebelitev koze za 1,5 do 2 mm se S$teje za pozitivho
reakcijo na BST.

3.2. Kompetitivna encimskoimunska metoda (cE-
LISA)

3.2.1. Pogoji z uporabo kompetitivnega testa ELISA

(a) Test cELISA se ne sme uporabiti za namene cer-
tificiranja za trgovino med drzavami ¢lanicami Evropske
skupnosti.

(b) Test cELISA je pokazal, da ima vecjo specifi¢nost,
kot na primer indirektni test ELISA, in se zato lahko uporablja
v podporo interpretacije rezultatov seroloskih testov.

3.2.2. Testni postopek

Test se izvaja v skladu z dologili Priro€nika standardov
za diagnosti¢ne teste in cepiva — OIE, Cetrta izdaja, 2000,
Poglavije 2.3.1(2)(a).

4. NACIONALNI REFERENCNI LABORATORIJI

4.1. Naloge in odgovornosti

Nacionalni referen¢ni laboratoriji so odgovorni za:

(a) odobritev rezultatov validacijskih Studij za doka-
zovanje zanesljivosti testne metode, uporabljene v drZavi
¢lanici;

(b) doloCanje najviSjega Stevila vzorcey, ki jih je treba
zbrati za zbirne vzorce pri uporabljenih garniturah testov
ELISA;

(c) umerjanje standardnih sekundarnih referen¢nih
nacionalnih standardnih serumov (»delovnih standardov«)
glede na primarni mednarodni standardni serum iz odstavka
2.1,

(d) preverjanje kakovosti vseh antigenov in serij garnitur
za teste ELISA, uporabljenih v drzavi ¢lanici;

(e) sodelovanje z Mrezo nacionalnih referen¢nih labo-
ratorijev za brucelozo Evropske unije.

4.2. Seznam nacionalnih referenénih laboratorijev

BELGIJA

Centre d'études et de recherches vétérinaires et agro-
chimiques (CERVA/CODA)

Groeselenberg 99

B-1180 Bruxelles/Brussel

DANSKA

Danish Veterinary Institute
Bulowsvej 27

DK-1790 Copenhagen

NEMCIJA

Bundesinstitut fiir Gesundheitlichen Verbraucherschutz
und Veterinarmedizin (BGVV)

Nationales Veterindrmedizinisches Referenzlabor fiir
Brucellose

Postfach 33 00 13

D-14191 Berlin



GRCIJA

Veterinary Laboratory of Larissa
Department of Microbiology

6th km of National Road Larissa-Trikala
GR-4111 10 Larissa

SPANIJA

Laboratorio Central de Veterinaria de Santa Fe
Camino del Jau S/N

E-18320 Santa Fe (Granada)

FRANCIJA

Laboratoire national et OIE/FAO de référence pour la
brucellose

Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
(AFSSA)

BP 67

F-94703 Maisons-Alfort Cedex

IRSKA

Brucellosis Laboratory
Model Farm Road
Cork

Ireland

ITALIJA

Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del
Molise

Via Campo Boario

1-64100 Teramo

LUKSEMBURG

State Laboratory for Veterinarian Medicine
54, avenue Gaston Diderich

B.P. 2081

L-1020 Luxembourg

NIZOZEMSKA

Centraal Instituut voor DierziekteControle
CIDC-Lelystad

Houtribweg 39

P.O. Box 2004

8203 AA Lelystad

Nederland

AVSTRIJA

Bundesanstalt fiir veterindrmedizinische Untersuchun-
gen

Robert-Koch-Gasse 17

A-2340 Modling

PORTUGALSKA

Laboratério Nacional de
(LNIV)

Estrada de Benfica, n.o 701

P-1549-011 Lisboa

Investigacdo Veterinaria

FINSKA

National Veterinary and Food Research Institute
Hameentie 57

PO Box 45

FIN-00581 Helsinki

SVEDSKA
National Veterinary Institute
S-751 89 Uppsala

ZDRUZENO KRALJESTVO

1. FAO/WHO Collaborating Centre for Reference and
Research on Brucellosis

Veterinary Laboratories Agency

New Haw
Addlestone
Surrey KT15 3NB
United Kingdom

2. Imunsko diagnosti¢ni oddelek
Veterinary Sciences Division
Stoney Road Stormont

Belfast BT4 3SD

United Kingdom

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

1. Za namene tega dela imajo uporabljeni izrazi na-
slednji pomen:

a. zivali so vse goveje zivali;

b. test pomeni vse preiskave, ki so dolo¢ene in oprav-
liene v skladu s IVa. delom te priloge.

2. Goveja €reda je uradno prosta EGL, ce:

a. nobena zival v ¢redi ne kaze klini¢nih znakov EGL
in v zadnjih dveh letih ni bilo (klini€no in laboratorijsko) po-
trienega primera EGL in

b. so v zadnjem letu vse Zivali, starejSe od 24 mesecey,
negativno reagirale na dva testa, izvedena v presledku naj-
manj Stiri mesece v skladu s IVa delom te priloge, ali

c. izpolnjuje pogoje tocke (a) in se nahaja v drzavi ali
delu drzave, ki je uradno prost EGL.

3. Creda obdrzi status érede, uradno proste EGL, e
so izpolnjeni naslednji pogoji:

a. Se naprej izpolnjuje pogoje iz tocke 2.a;

b. vse nove Zivali prihajajo iz ¢red, uradno prostih EGL;

c. vse zivali, starej8e od 24 mesecev, negativno reagi-
rajo na teste, izvedene v presledkih treh let, v skladu s Iva
delom te priloge;

d. da so bile plemenske Zivali, ki se prikljucijo ¢redi in
prihajajo iz tretjih drzav, uvozene na predpisan nacin.

4. Uradno se EGL prost status za¢asno razveljavi, v
naslednjih primerih:

a. pogoiji iz prejsnje tocke niso ve€ izpolnjeni, ali

b. Ce se na podlagi laboratorijskih testov ali klini¢nih
znamenj pri eni ali ve¢ Zivalih sumi, da gre za EGL in se take
zivali takoj napoti v zakol.

5. Status ostane zacasno razveljavljen, dokler niso
izpolnjene naslednje zahteve:

a. Ce je ena sama zival v €redi, uradno prosti EGL,
pozitivno reagirala na enega od testov ali e se pri eni zZivali
kako drugace posumi na bolezen:

i. se mora zival, ki je pozitivno reagirala, poslati v zakol
pod uradnim nadzorom; v primeru da gre za kravo, se izloCi
tudi vsako tele, ki ga je morda imela;

ii. se vse zivali, starejSe od 12 meseceyv, dvakrat serolo-
Sko testira (dva seroloska testa v razmiku najmanj 4 mesece
in najveC 12 mesecev); prvi test se opravi najman;j tri mesece
po izlo€itvi zadnje okuzene oziroma sumljive zivali in njenih
moznih potomceyv; rezultati testov morajo biti negativni;

iii. se opravi epidemiolo8ka preiskava in se vse ¢rede,
ki so epidemiolosko povezane z okuzeno oziroma sumljivo,
testira kot je opisano v tocki ii.; rezultati preiskav morajo biti
negativni.

Ce je bilo tele okuzene Zivali, logeno od matere takoj
po rojstvu, ga ni potrebno izlociti, ampak mora izpolnjevati
zahteve iz tocke 5.b.iii.

b. Ce je ve€ kot ena zival iz ¢rede, uradno proste EGL,
pozitivno reagirala na enega od testov, ali ¢e se kako druga-
¢e posumi na bolezen:

i. je treba vse zivali, ki so pozitivno reagirale, poslati v
zakol pod uradnim nadzorom; v primeru da gre za krave, se
izlo€ijo tudi njihova teleta;

ii. se vse zivali, starejSe od 12 meseceyv, serolosko testi-
ra (dva seroloSka testa v razmiku najmanj 4 mesece in najve¢
12 mesecev); rezultati testov morajo biti negativni;



iii. je potrebno vse preostale zivali v redi vidno oznaciti;
te Zivali se lahko napotijo neposredno v zakol pod uradnim
nadzorom ali pa morajo na gospodarstvu ostati do starosti 24
mesecev; ko dosezejo to starost, jih je treba ustrezno testirati
v skladu s prilogo Va;

iv. se opravi epidemioloska preiskava in se vse Crede, ki
so epidemiolos$ko povezane z okuzeno oziroma sumljivo, testi-
ra v skladu z tocko ii.; rezultati preiskav morajo biti negativni.

Ce je bilo tele okuZene Zivali, lodeno od matere takoj
po rojstvu, ga ni potrebno izlociti, ampak mora izpolnjevati
zahteve iz tocke iii.

6. Drzava ali del drzave se lahko proglasi za uradno
prosto EGL v naslednjih primerih:

a. €e so izpolnjeni vsi pogoji iz 2.to¢ke in je vsaj 99,8%
govejih ¢red uradno prostih EGL; ALI

b. &e v zadnijih treh letih v drzavi ali delu drzave ni bil
potrjen noben primer EGL in se vsak sum na EGL (vse tu-
morozne spremembe, ugotovitev vzroka) obvezno prijavi in
— Ce gre za drzavo, da so bile v zadnjih 24 mesecih vse zZivali,
starejSe od 24 meseceyv, v vsaj 10% poljubno izbranih éred
testirane z negativnimi izvidi oziroma ¢e gre za del drzave,
da so bile v zadnjih 24 mesecih vse zivali, starejSe od 24
meseceyv, preiskane;ALl

c. Ce je katerakoli druga metoda z 99% zanesljivostjo
pokazala, da je okuzenih manj kot 0,2% Cred.

7. Drzava ali del drzave obdrzi status, uradno prost
EGL ce so izpolnjeni naslednji pogoiji:

a. Ce so vse zivali ob zakolu pregledane in se vse
sumljive spremembe (tumorozne) posljejo v laboratorijsko
preiskavo;

b. &e o vseh ugotovljenih primerih EGL VURS poroca
Evropski komisiji;

c. €e so vse zivali, ki pozitivno reagirajo na kateregakoli
od testov, zaklane in za njihove €rede veljajo omejitve do
ponovne vzpostavitve njihovega statusa v skladu s tocko 5
tega dela priloge;IN

d. Ce so bile vse zivali, starejSe od 24 mesecev testi-
rane in sicer enkrat v prvih petih letih po pridobitvi statusa
ali v €asu prvih petih let po kateremkoli drugem postopku,
ki z 99% zanesljivostjo pokaze, daje bilo okuzenih manj kot
0,2% cred.

V primeru, da v drzavi ali delu drzave ze vsaj tri leta ni
bilo primera EGL v razmerju ena od 10 000 ¢&red, se lahko
zniza Stevilo rednih serolo$kih preiskav pod pogojem, da so
bila vsa goveda, starejSa od 12 meseceyv, v vsaj 1% Cred,
poljubno izbranih vsako leto, testirana.

8. Uradno enzootske goveje levkoze prost status
drzave ali dela drzave se razveljavi, ¢e se na podlagi pre-
iskave iz prejSnje toCke ugotovi sprememba situacije glede
EGL v drzavi ali delu drzave, ki je bila priznana kot uradno
prosta EGL.

Status razveljavi Evropska komisija z odlo¢bo, s katero
dolo¢i tudi pogoje za njegovo ponovno pridobitev.

IV.a PREISKAVE ZA ENZOOTSKO GOVEJO LEVKO-
Z0O (EGL)

Testi za enzootsko govejo levkozo se izvajajo z imu-
nodifuzijskim testom pod pogoji, opisanimi v A in B, ali
z encimskoimunsko metodo (testom ELISA) pod pogoji,
opisanimi v C. Imunodifuzijska metoda se lahko uporablja
le za posamezne teste. Ce se rezultati testa izpodbijajo iz
utemeljenih razlogov, se izvede dodatna kontrola z imuno-
difuzijskim testom.

A. Imunodifuzijski test v agar gelu za ugotavljanje EGL

1. Antigen, ki se uporabi v testu, mora vsebovati gli-
koproteine virusa goveje levkoze. Antigen se standardizira
glede na standardni serum (El serum), ki ga dobavlja State
Veterinary Serum Laboratory iz Kopenhagna.

2. Uradne institucije, navedene v nadaljevanju, so od-
govorne za umerjanje standardnega delovnega antigena

v laboratoriju glede na uradni standardni serum EGS (El
serum), ki ga dobavlja State Veterinary Serum Laboratory
iz Kopenhagna.

(a) Nem¢ija: Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrank-
heiten der Tiere, Tubingen;

(b) Belgija: Institut national de recherches vétérinaires,
Brussels;

(c) Francija: Laboratoire national de pathologie bovine,
Lyon;

(d) Veliko vojvodstvo Luksemburg:

(e) Italija: Istituto zooprofilattico spenmentale, Perugia;

(f) Nizozemska: Instituut voor Dierhouderij en Dierge-
zondheid (ID-DLO), Lelystad;

(g) Danska: Statens Veterinaere Serum Laboratorium,
Copenhagen;

(h) Irska: Veterinary Research Laboratory, Abbotstown,
Dublin;

(i) Zdruzeno kraljestvo:

(1) Velika Britanija: Veterinary Laboratory Agency, Ad-
dlestone, Weybridge, England;

(2) Severna Irska: Veterinary Research Laboratory,
Stormont, Belfast;

i) Spanija: Subdireccién general de sanidad animal. La-
boratorio de sanidad y produccion anima ALGETE, Madrid;

k) Portugalska: Laboradrio Nacional de Investigagéo
Veterinaria, Lissabon;

j) Gréija: 52<9xk= 580<4V 9 < 3#KkA: 9T< ;yVB 8yTH 25, 153 10
12=<V;

m) Avstrija: Bundesanstalt fiir Tierseuchenbekampfung,
Maédling;

n) Finska: elainlaakintéd — ja elintarvikelaitos, Helsinki/
anstalten for veterindrmedicin och livsmedel, Helsingfors;

0) Svedska: Statens veterindrmedicinska anstalt, Upp-
sala.

3. Standardne antigene, uporabljene v laboratoriju, je
treba vsaj enkrat na leto predloziti v referenCne laboratorije
EGS, navedene v tocki 2, za preskuSanje glede na uradni
standardni serum EGS. Poleg te standardizacije se uporab-
lieni antigen lahko umerja v skladu z B.

4. Reagenti za teste morajo vsebovati:

(a) antigen: antigen mora vsebovati specifi¢ne glikopro-
teine za virus enzootske goveje levkoze, ki je standardiziran
glede na uradni serum EGS;

(b) testni serum;

(c) znan pozitivni kontrolni serum;

(d) agar gel:

0,8% agar,

8,5% NaCl,

0,05 M Tris-pufer pH 7,2;

15 ml tega agarja damo v petrijevko s premerom 85
mm, da dobimo viSino agarja 2,6 mm.

5. Testni vzorec sedmih suhih jamic zareZzemo v agar do
dna plos&e; vzorec mora biti sestavljen iz osrednje jamice in
Sestih jamic v krogu okoli nje.

Premer osrednje jamice: 4 mm

Premer obrobnih jamic: 6 mm

Razdalja med osrednjo in obrobnimi jamicami: 3 mm

6. Osrednja jamica mora biti napolnjena s standardnim
antigenom. Obrobni jamici 1 in 4 (glej shemo v nadaljevanju)
sta napolnjeni z znanim pozitivnim serumom, jamice 2, 3, 5in
6 pa s testnimi serumi. Jamice morajo biti napolnjene, dokler
ne izgine meniskus.

7. Pri tem dobimo naslednje koli€ine:

antigen: 32 ml

kontrolni serum: 73 ml

testni serum: 73 ml.

8. Inkubacija mora trajati 72 ur pri prostorski temperaturi
(20 do 27 °C) v zaprti vlazni komori.

9. Rezultate testa lahko od¢itamo po 24 in 48 urah,
vendar kon¢nega rezultata ne moremo dobiti prej kot po 72
urah:



(a) testni serum je pozitiven, €e oblikuje specifi¢no pre-
cipitinsko linijo z antigenom virusa GL in €e oblikuje popolno
linijo ujemanja s kontrolnim serumom;

(b) testni serum je negativen, ¢e ne oblikuje specificne
precipitinske linije z antigenom virusa GL in €e ne ukrivi linije
kontrolnega seruma;

(c) reakcije ne moremo Steti za zanesljivo, Ce:

(i) upogne linijo kontrolnega seruma proti jamici z anti-
genom virusa GL, in ne oblikuje opazne precipitinske linije
z antigenom;

ali

(i) ¢e je ni mogoce odgitati niti kot negativno niti kot
pozitivno.

Pri nezanesljivih reakcijah se test lahko ponovi, in upo-
rabi se koncentrirani serum.

10. Uporabi se lahko tudi drugacna razporeditev ali vzo-
rec jamic, pod pogojem, da se serum E4 v razredgitvi 1:10 v
negativnem serumu lahko ugotovi kot pozitiven.

B. Metoda za standardizacijo antigena

Potrebne raztopine in snovi

1. 40 ml 1,6-odstotne agaroze v 0,05 M pufru Tris/HCI,
pH 7,2 z 8,5-odstotnim NaCl;

2. 15 ml seruma goveje levkoze, s protitelesi le proti
glikoproteinom virusa GL, v razredg€itvi 1:10 v 0,05 M pufru
Tris/HCI, pH 7,2 z 8,5-odstotnim NacCl;

3. 15 ml seruma goveje levkoze, s protitelesi le proti
glikoproteinom virusa GL, v razredg€itvi 1:5 v 0,05 M pufru
Tris/HCI, pH 7,2 z 8,5-odstotnim NaCl;

4. &tiri plasti¢ne petrijevke s premerom 85 mm;

5. luknjag s premerom 4 do 6 mm;

6. referencni antigen;

7. antigen za standardizacijo;

8. vodna kopel (56 °C).

Postopek

Raztopite agarozo (1,6%) v pufru Tris/HCI ob previd-
nem segrevanju do 100°C. Postavite v vodno kopel z vodnimi
stolpci za priblizno eno uro. Tudi razredCitve seruma goveje
levkoze postavite v vodno kopel z vodnimi stolpci.

ZmesSajte 15 ml raztopine agaroze pri 56 °C s 15 ml
seruma goveje levkoze (1:10), hitro stresajte in izlijte po 15
ml v vsako petrijevko. Postopek ponovite s serumom goveje
levkoze v razredditvi 1:5,

Ko se agaroza strdi, naredite luknjice v njej, kakor
sledi:

Dodajanje antigena

(i) Petrijevki 1 in 3:

jamica A — nerazredcen referenc¢ni antigen,

jamica B — 1:2 razredCen referenéni antigen,

jamici C in E — referenéni antigen,

jamica D — nerazred&en testni antigen.

(ii) Petrijevki 2 in 4:

jamica A — nerazredcen testni antigen,

jamica B — 1:2 razred&en testni antigen,

jamica C — 1:4 razredcen testni antigen,

jamica D — 1:8 razredcen testni antigen.

Dodatna navodila

1. Poskus se izvede z dvema razredcitvama seruma (1:
5in 1:10), da dosezemo optimalno precipitacijo

2. Ce je premer precipitacije premajhen pri obeh razred-
Citvah, je treba serum e bolj razredgiti.

3. Ce je premer precipitacije prevelik in slaboten pri
obeh razredcitvah, je treba izbrati niZji serum.

4. Koné&na koncentracija agaroze mora biti 0,8-odstotna;
pri 5- oziroma 10-odstotnih serumih.

5. IzriSite izmerjene premere v naslednji koordinatni
sistem. Razredcitev antigena, namenjenega preskusaniju,
z istim premerom kot ga ima referencni antigen, je delovna
razredCitev.

C. Encimskoimunska metoda (test ELISA) za ugotavlja-
nje enzootske goveje levkoze

1. Uporabijo se naslednje snovi in reagenti:

(a) mikroplo$¢e za trdno fazo, kivete ali druga trdna
faza;

(b) antigen se veze na trdno fazo z ali brez pomoc¢i poli-
klonskih ali monoklonskih vezivnih protiteles.

Ce se antigen nanese neposredno na trdno fazo, je
treba vse testne vzorce, ki dajo pozitivno reakcijo, ponovno
testirati nasproti kontrolnemu antigenu v primeru EGL. Kon-
trolni antigen mora biti identi€en antigenu, razen antigenov
proti virusu GL. Ce se na trdno fazo nanesejo vezivna protite-
lesa, protitelesa ne smejo reagirati z drugimi antigeni, razen
z antigeni proti virusu GL;

(c) bioloSka tekoc€ina, namenjena preskusanju;

(d) ustrezna pozitivna in negativna kontrola;

(e) konjugat;

(f) substrat, primeren za uporabljeni encim;

(g) blokirna raztopina, ¢e je potrebno;

(h) raztopine za razredcenje testnih vzorcev za priprav-
ke reagentov in za spiranje;

(i) sistem odcitavanja, ustrezen uporablienemu sub-
stratu.

2. Standardizacija in test obCutljivosti

Obcutljivost testa ELISA mora biti tak, da serum E4
pokaze pozitiven rezultat, ¢e je razred€en 10-krat (vzorci
seruma) ali 250-krat (vzorci mleka) bolj kot raztopina, pri-
dobljena od posameznih vzorcev, €e so ti vklju€eni v zbirne
vzorce. Testi, pri katerih se vzorci (seruma in mleka) pre-
skusajo posamezno, mora serum E4, razred¢en 1:10 (v ne-
gativnem serumu) ali 1:250 (v negativnem mleku) pokazati
pozitiven rezultat, ¢e se preskus$a v isti testni razredgCitvi kot
se uporablja za posamezne testne vzorce. Uradne institucije,
navedene v A.2, so pristojne za preverjanje kakovosti metode
ELISA, zlasti za dolo€anje, za vsako proizvodno serijo, Stevi-
la vzorcey, ki naj sestavljajo zbirni vzorec, na podlagi Stevila,
ugotovljenega za serum E4.

Serum E4 dobavlja National Veterinary Laboratory,
Kopenhagen.

3. Pogoiji za uporabo testa ELISA za EGL

Metoda ELISA se lahko uporablja na vzorcu mleka ali
sirotke, odvzete iz mleka, zbranega z gospodarstva, ki ima
vsaj 30% krav mlekaric v obdobju mle¢nosti.

Ce se uporabi ta metoda, je treba zagotoviti sledljivost
vzorcev do zivali, od katerih izvirajo mleko ali serumi za pre-
iskave.



