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VERORDNUNG (EG) Nr. 1226/2002 DER KOMMISSION
vom 8. Juli 2002
zur Anderung von Anhang B der Richtlinie 64/432/EWG des Rates

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europdischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 64/432/EWG des Rates vom 26. Juni
1964 zur Regelung viehseuchenrechtlicher Fragen beim inner-
gemeinschaftlichen Handel mit Rindern und Schweinen ('),
zuletzt gedndert durch die Verordnung (EG) Nr. 535/2002 der
Kommission (%), insbesondere auf Artikel 16 Absatz 1 Unterab-
satz 2,

in Erwdgung nachstehender Griinde:

(1) ~ Am 11. Oktober 1999 hat der Wissenschaftliche
Ausschuss fiir Tiergesundheit und Tierschutz den Bericht
iiber die Anderung technischer Anhinge der Richtlinie
64/432]EWG zwecks Beriicksichtigung der neuesten
wissenschaftlichen Erkenntnisse auf dem Gebiet der
Rindertuberkulose, der Rinderbrucellose und der enzooti-
schen Rinderleukose (*) angenommen.

(2)  Nach diesem Bericht sollten Tuberkulinproben im
Einklang mit dem Handbuch des Internationalen Tierseu-
chenamtes (OIE) mit Normenempfehlungen zu Untersu-
chungsmethoden und Vakzinen, dritte Ausgabe, 1996,
durchgefiihrt werden.

(3)  Im August 2001 hat das OIE die vierte Ausgabe 2000
des genannten Handbuchs herausgegeben, mit der die
Verfahrensvorschriften ~ fir ~ Tuberkulinproben  in
bestimmten Punkten gedndert wurden.

(4 Im Januar 2002 hat die Europdische Direktion fiir
Arzneimittelqualitit (European Directorate for the
Quality of Medicines) die vierte Ausgabe 2002 des
Europiischen Arzneibuchs, einschlieSlich der Monogra-
fien 0535 und 0536 fiir bovines und avidres PPD-Tuber-
kulin, herausgegeben.

(5)  Dabher ist es angezeigt, Anhang B der Richtlinie 64/432/
EWG zu dndern und zum Zwecke der Uberwachung und
des Handels innerhalb der Gemeinschaft Testmethoden
festzulegen, die der Stellungnahme des Wissenschaftli-
chen Veterindrausschusses Rechnung tragen.

(6)  Die in dieser Verordnung vorgesehenen Mafinahmen
entsprechen  der  Stellungnahme des  Stindigen
Ausschusses fiir die Lebensmittelkette und Tiergesund-
heit —

HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

Artikel 1
Anhang B der Richtlinie 64/432/EWG wird durch den Anhang
der vorliegenden Verordnung ersetzt.

Artikel 2

Diese Verordnung tritt am zwanzigsten Tag nach ihrer
Veroffentlichung im Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften in
Kraft.

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem Mitglied-

staat.

Briissel, den 8. Juli 2002

() ABL 121 vom 29.7.1964, S. 1977/64.
() ABL L 80 vom 23.3.2002, S. 22.
() SANCO/B3/R10/1999.

Fiir die Kommission
David BYRNE

Mitglied der Kommission
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2.1.

2.1.4.1.

ANHANG

~ANHANG B

TUBERKULOSE

ERREGERIDENTIFIZIERUNG

Die Prisenz von Mycobacterium bovis (M. bovis), Erreger der Rindertuberkulose, in klinischen oder postmortal
entnommenen Proben ist nachweisbar durch Untersuchung angefirbter Tupferproben oder Immunperoxidase-
Methoden und kann durch Anziichtung des Erregers auf einem primaren Isolationsmedium bestitigt werden.

Pathologisches Material zur Bestitigung des M.-bovis-Erregers sollte von anomalen Lymphknoten und paren-
chymatosen Organen wie Lunge, Leber, Milz, usw. entnommen werden. Zeigt das Tier keine pathologischen
Veranderungen, so sind zur Untersuchung und Anziichtung Proben von Lympfknoten (Lnn. retropharyngeales,
bronchales, mediastinales, supramammalis, mandibulares und bestimmte Lnn. mesenterici) und Leber geeignet.

In der Regel lassen sich Isolate anhand ihrer kulturellen und biochemischen Merkmale identifizieren. Die
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction — PCR) eignet sich ebenfalls zum Nachweis des Myco-
bacterium-tuberculosis-Komplexes. M. bovis ldsst sich mit DNA-Analysemethoden mdoglicherweise schneller
und zuverldssiger von anderen Mitgliedern des Komplexes abgrenzen als mit biochemischen Methoden.
,Genetic Fingerprinting’ ermdglicht die Unterscheidung zwischen verschiedenen M.-bovis-Stimmen sowie die
Beschreibung von Herkunfts-, Ubertragungs- und Ausbreitungsmustern.

Die angewandten Verfahren und Medien, ihre Standardisierung und die Ergebnisauswertung miissen den
Vorgaben von Kapitel 2.3.3 (Rindertuberkulose) des OIE-Handbuchs mit Normenempfehlungen zu Untersu-
chungsmethoden und Vakzinen, vierte Ausgabe 2000, entsprechen.

INTRAKUTANE TUBERKULINPROBE

Fiir amtliche Intrakutanproben nach den Verfahrensvorschriften gemaff Nummer 2.2 darf nur (gereinigtes) PPD
(Purified Protein Derivative) verwendet werden, das den Standards gemdfl Nummer 2.1 entspricht.

Standards fiir (Rinder- und Gefliigel-) Tuberkulin

Definition

Bovines oder avidres PPD-Tuberkulin ist ein aus Stoffwechselprodukten und Lysaten von Mycobacterium bovis
bzw. Mycobacterium avium gewonnenes Préparat, mit dem sich bei einem gegen Mikroorganismen derselben
Art sensibilisierten Tier eine verzogerte Uberempfindlichkeit (delayed hypersensitivity) feststellen lasst.

Herstellung

Tuberkulin wird hergestellt aus den wasserloslichen Fraktionen von M.-bovis- bzw. M.-avium-Kulturen, die in
synthetischen Fliissigmedien gewachsen sind und nach einer Bebriitungszeit in stromendem Dampf abgetotet,
filtriert und anschliefend im Wasserbad eingeengt wurden. Die hauptsichlich aus Protein bestehende aktive
Fraktion des Filtrats wird durch Prazipitation isoliert, gewaschen und erneut aufgelost. Ein antimikrobielles
Konservierungsmittel wie Phenol, das keine falsch-positiven Ergebnisse hervorruft, kann zugegeben werden.
Das sterile mycobakterienfreie Endpriparat wird unter aseptischen Bedingungen in sterile, falschungssichere
Glasbehiltnisse abgefiillt, die so verschlossen sind, dass jede Kontamination ausgeschlossen ist. Das Priparat
kann gefriergetrocknet werden.

Identifikation des Erzeugnisses

Eine Reihe graduierter Tuberkulindosen wird angemessen sensibilisierten Albino-Meerschweinchen, jeweils mit
einem Gewicht von mindestens 250 g, an verschiedenen Injektionsstellen intrakutan eingespritzt. Nach 24 bis
28 Stunden sind Reaktionen in Form 6dematéser Schwellungen mit Erythem mit oder ohne Nekrose an den
Injektionsstellen sichtbar. Umfang und Schwere der Reaktionen konnen je nach Dosis unterschiedlich sein.
Nicht sensibilisierte Meerschweinchen reagieren auf derartige Injektionen nicht.

Testungen

pH: Der pH-Wert liegt zwischen 6,5 und 7,5.
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2.1.4.2.

2.1.4.3.

2.1.4.4.

2.1.4.5.

2.2

2.2.1.

Phenol: Enthilt das Priifpraparat Phenol, so darf seine Konzentration 5 g/l nicht iiberschreiten.

Sensibilisierende Wirkung: Eine Gruppe von drei Meerschweinchen verwenden, denen keine Substanzen
verabreicht wurden, die das Testergebnis beeintrachtigen konnten. Jedem Tier dreimal im Abstand von jeweils
finf Tagen eine Dosis Priifpraparat in Hohe von jeweils 500 IE/0,1 ml intrakutan injizieren. 15 bis 21 Tage
nach der dritten Injektion diesen Tieren sowie einer Kontrollgruppe, bestehend aus drei Meerschweinchen
desselben Gewichts, denen zuvor kein Tuberkulin eingespritzt wurde, intrakutan dieselbe Dosis (500 IE)
injizieren. 24 bis 28 Stunden nach der letzten Injektion sind die Reaktionen beider Gruppen kaum unterschied-

lich.

Toxizitat: Zwei Meerschweinchen, jeweils mit einem Gewicht von mindestens 250 g, denen zuvor keine
Substanzen verabreicht wurden, die das Testergebnis beeintrichtigen konnten, jeweils 0,5 ml Priifpriparat
einspritzen. Die Tiere sieben Tage lang beobachten. Wahrend dieser Zeit wird keine anomale Wirkung
verzeichnet.

Sterilitdt: Den Sterilitdtstest gemafs der Monografie fiir Tiervakzine (monograph on Vaccines for veterinary use)
des Europdischen Arzneibuchs, vierte Ausgabe, durchfithren.

Wirksamkeit

Die Wirksamkeit von bovinem und avidrem PPD-Tuberkulin wird getestet, indem die Reaktionen sensibilisierter
Meerschweinchen auf die intrakutane Injektion einer Verdiinnungsreihe des Priifpriparats mit den Reaktionen
auf bekannte Konzentrationen eines in internationalen Einheiten (IE) kalibrierten Referenzpriparats aus
bovinem bzw. avidrem PPD-Tuberkulin verglichen werden.

Fir den Wirksamkeitstest mindestens 9 Albino-Meerschweinchen, jeweils mit einem Gewicht von 400 bis
600 g, durch tiefe intramuskulire Injektion von 0,0001 mg Feuchtmasse lebender M.-bovis-Bakterien des
Stammes AN5 (fir Rindertuberkulin in 0,5 ml einer 9 g/l-Natriumchlorid-R-Losung, fiir Gefliigeltuberkulin in
einer angemessenen Dosis inaktivierter oder lebender M.-avium-Bakterien suspendiert) sensibilisieren. Friihes-
tens vier Wochen nach der Sensibilisierung die Flanken der Tiere beidseitig fir maximal vier Injektionen
scheren. Mittels isotonischer phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (pH 6,5-7,5) mit einem Gehalt an 0,005 g/l
Polysorbat 80 R Verdiinnungsreihen des Priifpriparats und des Referenzpriparats anlegen. Dabei mindestens
drei Dosen Priifpraparat und mindestens drei Dosen Referenzpriparat verwenden. Die Dosen so auswahlen,
dass die entstehenden Lisionen mindestens 8 mm und hochsten 25 mm Durchmesser haben. Die Verdiin-
nungen nach dem Zufallsprinzip und unter Verwendung eines lateinischen Quadrats den Injektionsstellen
zuteilen. Die einzelnen Dosen mit einem konstantem Volumen von 0,1 ml oder 0,2 ml intrakutan injizieren.
Nach 24 bis 28 Stunden die Durchmesser der Lisionen messen, und das Testergebnis nach gingigen statisti-
schen Methoden berechnen, davon ausgehend, dass die Durchmesser der Lisionen zum Logarithmus der
Tuberkulinkonzentration direkt proportional sind.

Der Test ist nur giltig, wenn die Fehlergrenzen (P = 0,95) nicht unter 50 % und nicht tiber 200 % der
geschdtzten Wirksamkeit liegen. Die geschitzte Wirksamkeit betrdgt mindestens 66 % und hochstens 150 %
der fir Rindertuberkulin angegebenen Wirksamkeit. Sie betragt mindestens 75 % und hochstens 133 % der fur
Gefliigeltuberkulin angegebenen Wirksamkeit. Die angegebene Wirksamkeit betrigt mindestens 20 000 IE/ml
fur beide Tuberkuline.

Lagerung

Vor Licht geschiitzt bei einer Temperatur von 5 * 3 °C lagern.

Etikettierung

Auf dem Etikett sind anzugeben:
— die Wirksamkeit, ausgedriickt in internationalen Einheiten je Milliliter,
— Bezeichnung und Menge etwa zugegebener Substanzen,
— bei gefriergetrockneten Priparaten:
— Bezeichnung und Menge der zuzugebenden rekonstituierenden Fliissigkeit,

— dass das Produkt nach der Rekonstitution umgehend zu verwenden ist.

Testmethoden

Die folgenden Methoden werden offiziell als Intrakutanprobe anerkannt:
— der Intrakutan-Monotest (einmalige Applikation von Rindertuberkulin);

— der Simultantest (gleichzeitige Applikation von Rinder- und Gefliigeltuberkulin).
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Injektionsdosis:
— mindestens 2 000 IE Rindertuberkulin;
— mindestens 2 000 IE Gefliigeltuberkulin.

Eine Injektionsdosis umfasst maximal 0,2 ml.

Tuberkulinproben werden durchgefiihrt durch Einspritzen von Tuberkulin(en) in die Nackenhaut. Die Injekti-
onsstellen liegen im Ubergangsbereich zwischen dem ersten und mittleren Nackendrittel. Wird gleichzeitig
Gefliigel- und Rindertuberkulin injiziert, so liegt die Injektionsstelle fiir Gefliigeltuberkulin ungefihr 10 cm vor
oder hinter der Schulterblattgrite und fir Rindertuberkulin ungefdhr 12,5 cm tiefer auf einer mehr oder
weniger parallel zur Schulterlinie verlaufenden Linie oder auf verschiedenen Nackenseiten. Bei Jungtieren, bei
denen eine Nackenseite nicht geniigend Platz zur Abgrenzung der Injektionsstellen bietet, wird das Tuberkulin
beidseitig an identischen Stellen im Zentrum des mittleren Nackendrittels eingespritzt.

Fir die Tuberkulinproben und Reaktionsauswertung gelten folgende Verfahrensvorschriften:

Vorgehensweise:

Die Infektionsstellen scheren und sdubern. Innerhalb des geschorenen Bereichs eine Hautfalte zwischen Zeige-
finger und Daumen aufziehen und mit einem Greifzirkel abmessen. Die Hautfaltendicke aufzeichnen. Die
Tuberkulindosis so einspritzen, dass gewahrleistet ist, dass das Tuberkulin intrakutan deponiert wurde. Dazu
die kurze, sterile Kaniile (abgeschrigte Seite nach aufien) einer graduierten, mit Tuberkulin aufgezogenen
Spritze schrig in die tieferen Hautschichten einfiihren. Danach muss an der Injektionsstelle eine kleine,
linsenférmige Quaddel palpierbar sein. Die Hautfaltendicke an jeder Injektionsstelle 72 (+/- 4 Std.) Stunden
nach der Injektion messen und aufzeichnen.

Auswertung der Reaktionen

Die Auswertung der Reaktionen erfolgt auf der Grundlage beobachteter klinischer Verinderungen und der
aufgezeichneten Zunahme(n) der Hautfaltendicke an den Injektionsstellen 72 Stunden nach der Tuberkulin-
Applikation.

a) Eine negative Reaktion liegt vor, wenn nur ein begrenztes Anschwellen der Hautfaltendicke um nicht mehr
als 2 mm und keine klinischen Verinderungen wie verbreitete oder ausgedehnte Odeme, serdse Ausschwit-
zungen, Schorf, Schmerzempfindlichkeit oder Entziindungen der Lympfgefifie in der Umgebung der Infekti-
onsstelle oder der Lympfknoten festzustellen sind.

Ao

Eine zweifelhafte Reaktion liegt vor, wenn ein Anschwellen der Hautfaltendicke um 2 bis 4 mm und keine
klinischen Verinderungen festzustellen sind.

¢) Eine positive Reaktion liegt vor, wenn klinische Verinderungen im Sinne von Buchstabe a) oder ein
Anschwellen der Hautfaltendicke an der Injektionsstelle um mehr als 4 mm festzustellen sind

Auswertung der amtlichen Intrakutanproben:

Intrakutan-Monotest:

a) positive Reaktion: eine positive Reaktion des Rindes im Sinne von Nummer 2.2.5.2 Buchstabe c);
b) zweifelhafte Reaktion: eine zweifelhafte Reaktion im Sinne von Nummer 2.2.5.2 Buchstabe b);

) negative Reaktion: eine negative Reaktion des Rindes im Sinne von Nummer 2.2.5.2 Buchstabe a).

Tiere mit zweifelhafter Reaktion im Monotest werden nach frithestens 42 Tagen einem Wiederholungstest
unterzogen.

Tiere, die auch im Wiederholungstest nicht negativ reagieren, gelten als positiv.

Tiere mit positiver Reaktion im Monotest konnen einem Simultantest unterzogen werden, wenn Verdacht auf
eine falsch-positive Reaktion oder eine Storreaktion besteht.

Simultantest zur Feststellung und Erhaltung des Status der amtlich anerkannten Tuberkulosefreiheit eines
Bestands:

a) positive Reaktion: eine positive Reaktion liegt vor, wenn klinische Veridnderungen festzustellen sind oder das
Rindertuberkulin eine Reaktion hervorruft, bei der die Hautfaltendicke um mehr als 4 mm dicker ist als bei
der Reaktion des Gefliigeltuberkulins;

=

zweifelhafte Reaktion: eine zweifelhafte Reaktion liegt vor, wenn keine klinischen Verinderungen festzu-
stellen sind und das Rindertuberkulin eine zweifelhafte oder positive Reaktion hervorruft, bei der die
Hautfaltendicke um 1 bis 4 mm dicker ist als bei der Reaktion des Gefliigeltuberkulins;

¢) negative Reaktion: eine negative Reaktion liegt vor, wenn keine klinischen Verdnderungen festzustellen sind
und das Rindertuberkulin eine negative Reaktion zur Folge hat oder eine zweifelhafte oder positive Reaktion
mit einer Zunahme der Hautfaltendicke hervorruft, die gleich oder Kleiner ist als eine zweifelhafte oder
positive Reaktion des Gefliigeltuberkulins.

Tiere mit zweifelhafter Reaktion im Simultantest werden nach frithestens 42 Tagen einem Wiederholungstest
unterzogen. Tiere, die auch im Wiederholungstest nicht negativ reagieren, gelten als positiv.
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4.1.

4.2.

Der Status der amtlich anerkannten Tuberkulosefreiheit eines Bestands kann ausgesetzt und Tiere aus diesem
Bestand konnen fir den innergemeinschaftlichen Handel gesperrt werden, bis der Gesundheitsstatus folgender
Tiere geklart ist:

a) Tiere mit zweifelhafter Reaktion im Monotest;

b) Tiere mit positiver Reaktion im Monotest, bei denen die Tuberkulinprobe jedoch in Form eines Simultan-
tests zu wiederholen ist;

¢) Tiere mit zweifelhafter Reaktion im Simultantest.

Soweit Tiere nach geltendem Gemeinschaftsrecht vor der Umsetzung einem Intrakutantest unterzogen werden
miissen, ist das Testergebnis so auszuwerten, dass Tiere mit einer Zunahme der Hautfaltendicken von mehr als
2 mm oder klinischen Verdnderungen nicht in den innergemeinschaftlichen Handel gelangen.

Um in einem Bestand oder einer Region moglichst viele infizierte und kranke Tiere zu ermitteln, konnen die
Mitgliedstaaten die Kriterien fiir die Testauswertung dndern und die Testempfindlichkeit dahin gehend erhéhen,
dass alle zweifelhaften Reaktionen im Sinne von Nummer 2.2.5.3.1 Buchstabe b) und Nummer 2.2.5.3.2
Buchstabe b) als positive Reaktionen gelten.

ZUSATZLICHE TESTUNGEN

Um in einem Bestand oder einer Region moglichst viele infizierte und kranke Tiere zu ermitteln, konnen die
Mitgliedstaaten zusitzlich zur Tuberkulinprobe den in Kapitel 2.3.3 (Rindertuberkulose) des OIE-Handbuchs
mit Normenempfehlungen zu Untersuchungsmethoden und Vakzinen, vierte Ausgabe, 2000, vorgesehenen
Gamma-Interferon-Assay genehmigen.

STAATLICHE INSTITUTE UND NATIONALE REFERENZLABORATORIEN

Funktionen und Aufgaben

Um zu gewihrleisten, dass die Tuberkuline und Reagenzien gemidf Nummern 2 und 3 den vorgenannten
Standards entsprechen, erfolgt ihre amtliche Prifung in den unter Nummer 4.2 aufgelisteten staatlichen
Instituten und nationalen Referenzlaboratorien.

Staatlicher Institute und nationale Referenzlaboratorien

1. Deutschland:

Paul-Ehrlich-Institut (PEI), Bundesamt fiir Sera und Impfstoffe, D-23207 Langen; Bundesinstitut fiir gesund-
heitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin — Bereich Jena — D-07743 Jena;

2. Belgien:
Institut Scientifique de la Santé Publique — Louis Pasteur, 14 Rue Juliette Wytsman — B-1050 Briissel;
3. Frankreich:
Laboratoire national des médicaments vétérinaires, Fougéres;
4. Grofsherzogtum Luxemburg:
Institut des Lieferlandes;
5. Italien:
[stituto superiore di Sanita, Rom;
6. Niederlande:
Centraal Instituut voor Dierziekte Controle Lelystad (CIDC-Lelystad), Lelystad;
7. Didnemark:
Danmarks Veterinarinstitut, Biilowsvej 27, DK-1790 Kopenhagen;
8. Irland:
Institut des Lieferlandes;
9. Vereinigtes Konigreich:
Veterinary Laboratory Agency, Addlestone, Weybridge;

10. Griechenland:
Kévtpo Kupviatpikav I8pupdrtov, Neanodeog 25, 153 10 Adiva
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11. Spanien:
Laboratorio de Sanidad y produccién animal de Granada;
12. Portugal:
Laboratério Nacional de Investigagdo Veterindria, Lissabon;
13. Osterreich:
Bundesanstalt fiir veterindrmedizinische Untersuchungen, Modling;
14. Finnland:

Eldinlddkintd- ja elintarviketutkimuslaitos — Forskningsanstalten for veterindrmedicin och livsmedel,
Helsinki;

15. Schweden:

Statens veterindrmedicinska anstalt, Uppsala.



