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REGULAMENTUL (CE) NR. 1226/2002 AL COMISIEI
din 8 iulie 2002
de modificare a anexei B la Directiva 64/432/CEE a Consiliului

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitdtii Europene,

avind in vedere Directiva 64/432/CEE a Consiliului din
26 iunie 1964 privind problemele de sindtate animald care afec-
teazd comertul intracomunitar cu bovine si porcine (1), astfel cum
a fost modificatd ultima datd prin Regulamentul (CE)
nr. 535/2002 al Comisiei (2), in special articolul 16 alineatul (1)
al doilea paragraf,

intrucat:

(1)  La 11 octombrie 1999, Comitetul stiintific pentru sandta-
tea si bundstarea animalelor adoptd un raport (%) privind
modificarea anexelor tehnice la Directiva 64/432/CEE, in
scopul ludrii in considerare a progreselor stiintifice din
domeniul tuberculozei, brucelozei si leucozei enzootice
bovine.

(2)  Potrivit raportului respectiv, testele de cercetare a
tuberculozei trebuie sd se efectueze in conformitate cu
manualul de norme referitoare la testele de diagnosticare si
vaccinuri, editia a treia (editia 1996), al Oficiului Interna-
tional de Epizootii (OIE).

(3)  Inlunaaugust 2001, OIE a publicat cea de-a patra editie a
manualului mentionat (editia 2000), care aduce unele
modificdri in ceea ce priveste descrierea testelor care se
aplicd tuberculozei.

(4)  Inlunaianuarie 2002, Directia Europeand pentru Calitatea
Medicamentelor a publicat cea de-a patra editie (editia
2002) a Farmacopeii europene, inclusiv monografiile 0535
si 0536 privind derivatul proteic purificat de tuberculind
de tip aviar si bovin.

(5)  In consecinti, este necesard modificarea anexei B la Direc-
tiva 64/432|CEE pentru a defini procedurile de testare care
se aplicé monitorizarii si comertului intracomunitar,
tinandu-se seama i de avizul Comitetului stiintific
veterinar.

(6)  Masurile prevdzute de prezentul regulament sunt in
conformitate cu avizul Comitetului permanent pentru
lantul alimentar si sdndtatea animald,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Atrticolul 1

Anexa B la Directiva 64/432/CEE se inlocuieste cu anexa la
prezentul regulament.

Articolul 2

Prezentul regulament intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data
publicdrii in Jurnalul Oficial al Comunitdtilor Europene.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele

membre.

Adoptat la Bruxelles, 8 iulie 2002.

() JO121,29.7.1964, p. 1977/64.
() JOL 80,23.3.2002, p. 22.
() SANCO[B3/R10/1999.

Pentru Comisie
David BYRNE

Membru al Comisiei
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2.1.

2.1.3.

2.1.4.1.

ANEXA

+ANEXA B

TUBERCULOZA

IDENTIFICAREA AGENTULUI

Prezenta Mycobacterium bovis (M. bovis), agentul tuberculozei bovine, in probele clinice si post-mortem,
poate fi stabilitd prin examinarea frotiurilor colorate sau a tehnicilor de imunoperoxidaza si confirmata
prin cultivarea organismului pe un mediu de izolare primara.

Tesutul patologic necesar pentru confirmarea prezentei M. bovis se preleveazd din ganglioni anormali si
organe parenchimatoase precum plimanii, ficatul, splina etc. in cazul in care animalul nu prezint leziuni
patologice, probele trebuie si se preleveze din ganglioni retrofaringieni, ganglioni pulmonari, ganglioni
mediastinali, ganglioni limfatici supramamari, ganglioni submaxilari si anumiti ganglioni mezenterici i
hepatici, in scopul examindrii §i cultivarii.

Identificarea izolatelor se poate face, de reguld, prin stabilirea proprietitilor biochimice si a specificitatilor
culturii respective. Reactia in lant a polimerazei (PCR) poate fi, de asemenea, utilizatd pentru depistarea
complexului tuberculozei M. tuberculosis. Tehnicile de analizd a ADN-ului se pot dovedi mai rapide si mai
fiabile decat metodele biochimice de diferentiere a Mycobacterium bovis de alti membri ai complexului
tuberculozei M. tuberculosis. Amprentele genetice permit stabilirea diferentei dintre diferitele tulpini de
Mycobacterium bovis, precum si descrierea modelelor cauzelor si a modurilor de transmitere si de
raspandire a Mycobacterium bovis.

Tehnicile si mijloacele utilizate, standardizarea acestora si interpretarea rezultatelor trebuie s fie in
conformitate cu indicatiile care figureaza in capitolul 2.3.3 (tuberculoza bovind) din manualul pentru
testele de diagnosticare si vaccinuri (editia a patra, 2000) al OIE.

TESTUL CUTANAT LA TUBERCULINA

Pentru realizarea testului cutanat oficial la tuberculind se utilizeaza derivatele proteice purificate de
tuberculind care indeplinesc conditiile stabilite la punctul 2.1, in conformitate cu procedurile mentionate
la punctul 2.2.

Norme care se aplici tuberculinei (de tip bovin si aviar)

Definitie

Derivatul proteic purificat (tuberculina PPD, de tip bovin sau aviar) este un preparat obtinut prin aplicarea
unui tratament termic unor produse de crestere si de lizd a Mycobacterium bovissi a Mycobacterium avium
(dupd caz) care au posibilitatea de a manifesta o hipersensibilitate intdrziatd la un animal sensibilizat la
microorganisme din aceeasi specie.

Producere

Tuberculina se obtine din fractii solubile in apd, preparate prin incilzire in vapori liberi, urmata de filtrare,
a culturilor de M. bovissi M. avium (dupd caz), cultivate intr-un mediu sintetic lichid. Fractia activd a
filtratului, compusa in principal din proteine, este izolatd prin precipitare, spalatd si dizolvatd incd o datd.
Se poate adduga un produs de protectie antimicrobian care nu provoaci false reactii pozitive, cum ar fi
fenolul. Preparatul steril final, lipsit de micobacterii, este distribuit in conditii aseptice in recipiente de sticla
securizate, care sunt inchise pentru a evita contaminarea. Preparatul poate fi liofilizat.

Identificarea produsului

Se procedeazi la injectarea intradermicd a mai multor doze calibrate, in diferite puncte, a cobailor albinosi
sensibilizati corect, in greutate de nu mai putin de 250 grame fiecare. Dupd o perioadd de 24 pani la 28
de ore, apar reactii sub forma de edeme cu eritem, cu sau fard necrozd in punctele de injectare. Amploarea
si gravitatea reactiilor variaza in functie de doza injectati. Cobaii care nu au fost sensibilizati nu prezintd
nici o reactie la injectarile de acest tip.

Teste

pH: pH-ul variaza intre 6,5 si 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.

Fenol: in cazul in care preparatul care trebuie examinat contine fenol, concentratia acestuia nu trebuie sa
fie mai mare de 5 g/l.

Efect de sensibilizare: se utilizeaza un grup de 3 cobai, care nu au fost tratati cu materiale care si interfereze
cu testul. Fiecdrui cobai i se injecteazd intradermic, de trei ori, in interval de cinci zile, 0 doza din preparatul
care trebuie examinat echivalentd cu 500 Ul la 0,1 ml. Dupa 15 pand la 21 de zile de la prima injectare,
se injecteazd intradermic aceeasi dozd (500 Ul) acelorasi animale, precum si unui grup de control format
din trei cobai cu greutate similard si care nu au fost injectati in prealabil cu tuberculind. Dupd 24 pani
la 48 de ore de la ultimele injectari, reactiile celor doud grupuri nu prezintd diferente semnificative.

Toxicitate: se utilizeazd doi cobai, care cantiresc fiecare cel putin 250 de grame si care nu au fost tratati
in prealabil cu materiale care sd interfereze cu testul. Fiecdrui cobai i se injecteazd subcutanat 0,5 ml din
preparatul care trebuie examinat. Animalele sunt observate timp de sapte zile. In cursul perioadei de
observare nu se manifestd nici un efect anormal.

Sterilitate: este necesar s se efectueze testul de sterilitate prescris in monografia privind vaccinurile de uz
veterinar, editia a patra (2002), din Farmacopeea europeana.

Puterea de reactie

Puterea de reactie a derivatului proteic purificat de tuberculind (de tip bovin si aviar) se determina prin
compararea reactiilor produse la cobaii sensibilizati prin injectarea intradermica a unei serii de dilutii ale
preparatului care trebuie examinat cu cele produse de concentratiile cunoscute ale unui preparat de
referintd al derivatului proteic purificat de tuberculini (de tip bovin si aviar, dupd caz), masurat in unitati
internationale.

Pentru testarea puterii de reactie, se sensibilizeaza cel putin noud cobai albinosi, fiecare cantdrind intre
400 si 600 de grame, prin injectarea intramusculard profundd a unei cantitti de 0,0001 mg de masd
umedi de tulpind AN5 de M. bovis viu, in suspensie in 0,5 ml de solutie de 9 g/l de clorurd de sodiu R
pentru tuberculina de tip bovin, sau a unei doze adecvate de M. avium dezactivat sau viu, pentru
tuberculina de tip aviar. Dupd cel putin patru siptimani de la sensibilizarea cobailor, se rade parul
animalelor de pe partile laterale ale corpului pentru a elibera spatiul necesar pentru cel putin patru puncte
de injectare, pe fiecare parte. Se prepard dilutii ale preparatului care trebuie examinat si ale preparatului
de referintd, utilizandu-se o solutie salind izotonicd tamponata de fosfati (cu un pH cuprins intre 6,5 $i 7,5)
care contine 0,005 g/l de polisorbat 80 R. Se utilizeazd cel putin trei doze din preparatul de referinta si
aceeasi cantitate din preparatul care trebuie examinat. Dozele se determind astfel incat leziunile produse
sd aibd un diametru de 8 pand la 25 mm. Dilutiile se repartizeazi aleatoriu punctelor in conformitate cu
un desen in pdtrat latin. Fiecare dozd se injecteazd intradermic, intr-un volum constant de 0,1 sau 0,2 ml.
Dupi o perioadd de 24 pand la 48 de ore, se midsoard diametrele leziunilor si se calculeazd rezultatul
testului, prin utilizarea metodelor statistice uzuale i pe baza ipotezei cd diametrele leziunilor sunt direct
proportionale cu logaritmul concentratiei tuberculinelor.

Testul este valabil numai cu conditia ca marjele de eroare (P = 0,95) sd fie mai mari de 50 % si mai mici
de 200 % din puterea de reactie estimatd. Puterea de reactie estimatd este mai mare de 66 % si mai micd
de 150 % din puterea declaratd a tuberculinei de tip bovin. Puterea de reactie calculatd trebuie sd fie mai
mare de 75 % si mai micd de 133 % din puterea declaratd a tuberculinei de tip aviar. Puterea de reactie
declaratd trebuie sa fie mai mare de 20 000 Ul/ml pentru cele doud tipuri de tuberculind (bovind si aviard).

Depozitarea

Se depoziteaza in locuri ferite de lumind, la o temperaturd de 5 + 3 °C.

Etichetarea

Eticheta trebuie sd indice urmatoarele:
— puterea de reactie in unitdti internationale pe mililitru;
— denumirea si cantitatea substantelor addugate;
— pentru preparatele liofilizate:
— denumirea si volumul lichidului de reconstituire de adaugat;

— faptul cd produsul trebuie utilizat imediat dupd reconstituire.

Procedurile de efectuare a testelor

Sunt recunoscute ca teste oficiale de tuberculinare intradermicd urmatoarele teste:
— testul intradermic simplu: acest test necesitd o singurd injectare cu tuberculind de tip bovin;

— testul intradermic comparativ: acest test necesitd o injectare cu tuberculind de tip bovin si o injectare
cu tuberculini de tip aviar, administrate simultan.
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2.2.2.

2.2.3.
2.2.4.

2.2.5.
2.2.5.1.

2.2.5.2.

2.2.5.3.
2.2.53.1.

2.2.5.3.2.

Doza de tuberculind injectatd trebuie si fie:
— egald sau mai mare de 2 000 UI de tuberculini de tip bovin;

— egald sau mai mare de 2 000 UI de tuberculind de tip aviar.
Volumul fiecarei injectdri nu trebuie si depdseascd 0,2 ml.

Testele de tuberculinare se efectueazd prin injectarea tuberculinei in piclea gatului. Punctele de injectare
vor fi situate la limita dintre treimea anterioard si cea mijlocie a gatului. In cazul in care se injecteazd
aceluiasi animal ambele tipuri de tuberculind, bovind si aviard, punctul de injectare a tuberculinei aviare
trebuie sa fie situat la 10 cm de linia superioard a gatului, iar punctul de injectare a tuberculinei bovine
va ficu 12,5 cm maijos, pe o linie aproximativ paraleld cu linia umarului sau pe partile laterale ale gatului;
in cazul animalelor tinere la care nu existd spatiu suficient pentru a separa punctele de injectare pe o
singurd parte a gatului, se efectueaza cate o injectie pe fiecare laturd a gatului, in puncte identice situate
in centrul treimii mijlocii a gatului.

Tehnica tuberculindrii si interpretarea reactiilor

Tehnica

Punctele de injectare se tund si se dezinfecteaza. Se prinde un pliu de piele din interiorul fiecdrei zone tunse
intre degetul mare si degetul ardtdtor, se mdsoara cu ajutorul unui subler si se inregistreazd rezultatul. Apoi
se injecteazd doza de tuberculind printr-o metod care si garanteze ca este efectuatd intradermic. in acest
scop, se poate utiliza un ac scurt si steril, cu tdiat oblic cu marginea orientatd cdtre exterior, atasat lao
seringd gradatd, continind tuberculin, care va fi introdus in straturile mai profunde ale pielii. Se verifica
dacd injectarea a fost efectuatd corect prin palparea unui mic nodul de mirimea unui bob de mazire, in
fiecare punct de injectare. Se misoard din nou grosimea pliului de piele in fiecare punct de injectare dupa
72 de ore (+/- 4 ore) de la injectare si se inregistreazd rezultatul.

Interpretarea reactiilor

Interpretarea rezultatelor se face pe baza observatiilor clinice si a constatdrii cresterii sau cresterilor
grosimii inregistrate a pliului de piele in punctele de injectare, dupd o perioada de 72 de ore de la injectarea
tuberculinei sau tuberculinelor.

(a) Reactie negativa: reactia este calificatd drept negativd dacd se observd numai o inflamare limitata, cu
o crestere a grosimii pliului de piele nu mai mare de 2 mm, fird semne clinice cum ar fi edem difuz
sau extins, exsudatie, necrozd, durere sau inflamare a canalelor limfatice in zona respectivd sau a
ganglionilor limfatici.

(b) Reactie neconcludentd: reactia este calificatd drept neconcludentd in cazul in care nu se observa nici
unul din semnele clinice mentionate la litera (a) si in cazul in care cresterea grosimii pliului de piele
este mai mare de 2 mm si mai micd de 4 mm.

(0) Reactie pozitiva: reactia este calificatd drept pozitivd dacd se observa semnele clinice mentionate la
litera (a) sau o crestere a grosimii pliului de piele in punctul de injectare de 4 mm sau mai mare.

Interpretarea testelor oficiale de tuberculinare intradermica se face dupd cum urmeazi:

Test intradermic simplu:

(a) pozitiv: reactie pozitivd la tuberculina de tip bovin, precum cea descrisd la litera (c) de la
punctul 2.2.5.2;

(b) neconcludent: reactie neconcludentd, precum cea descrisa la litera (b) de la punctul 2.2.5.2;

(c) negativ: reactie negativd la tuberculina de tip bovin, precum cea descrisd la litera (a) de la
punctul 2.2.5.2.

Animalele la care testul intradermic simplu a dat rezultate neconcludente sunt supuse unui alt test de
tuberculinare dupd o perioadd de cel putin 42 de zile.

Animalele la care al doilea test nu indicd rezultate negative sunt considerate ca fiind pozitive la testare.

Animalele la care testul intradermic simplu indicd rezultate pozitive vor putea fi supuse unui test
intradermic comparativ dacd se suspecteazd existenta unei reactii pozitive false sau a unei reactii de
interferentd.

Testul intradermic comparativ pentru stabilirea si mentinerea statutului de efectiv oficial indemn de
tuberculozd:

(a) pozitiv: se constatd o reactie pozitiva la tuberculina de tip bovin daci sunt prezente semne clinice sau
dacd tuberculina de tip bovin duce la o crestere a grosimii pliului de piele mai mare cu 4 mm decat
in cazul reactiei la tuberculina de tip aviar;

(b) neconcludent: se constatd o reactie pozitivd sau neconcludentd la tuberculina de tip bovin, dacd nu
sunt prezente semne clinice si dacd tuberculina de tip bovin determind o reactie pozitivd sau
neconcludentd, care duce la o crestere a grosimii pliului de piele cu 1 pand la 4 mm mai mare decat
in cazul reactiei la tuberculina de tip aviar;

(c) negativ: se constatd o reactie negativa la tuberculina de tip bovin dacd nu sunt prezente semne clinice
si dacd tuberculina bovind determind o reactie negativd sau o reactie pozitivd sau neconcludentd, in
urma cdreia grosimea pliului de piele este egald sau micd decat in cazul unei reactii pozitive sau
neconcludente la tuberculina de tip aviar.

Animalele la care testele intradermice comparative au dat rezultate neconcludente trebuie sa fie supuse
unui alt test, dupd o perioadi de cel putin 42 de zile. Animalele la care al doilea test nu indicd rezultate
negative sunt considerate ca fiind pozitive la testare.
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2.2.5.3.3.

2.2.5.3.4.

2.2.5.3.5.

4.1.

4.2.

Statutul de efectiv oficial indemn de tuberculozd poate fi suspendat si animalele din efectivul respectiv nu
pot face obiectul comertului intracomunitar pand cind nu se definitiveaza statutul urmdtoarelor animale:

(a) animalele care au reactionat neconcludent la testul intradermic simpluy;

(b) animalele care au reactionat pozitiv la testul intradermic simplu dar care trebuie s fie supuse unei
noi examindri sub forma unui test intradermic comparativ;

(c) animalele care au reactionat neconcludent la testul intradermic comparativ.

In cazul in care legislatia comunitard prevede cd animalele trebuie si fie supuse unui test intradermic
inaintea unei deplasdri, testul va fi interpretat astfel incat nici un animal care prezintd o crestere a pliului
de piele mai mare de 2 mm sau care prezintd semne clinice nu poate face obiectul comertului
intracomunitar.

Pentru a facilita depistarea numdrului maxim de animale infectate sau bolnave dintr-un efectiv sau dintr-o
regiune, statele membre pot modifica criteriile de interpretare a testului in scopul ameliordrii sensibilitatii
la testare, considerand toate reactiile neconcludente mentionate la literele (b) de la punctele 2.2.5.3.1.
si 2.2.5.3.2 ca fiind reactii pozitive.

TESTE SUPLIMENTARE

In scopul depistarii numarului maxim de animale infectate sau bolnave dintr-un efectiv sau dintr-o
regiune, statele membre pot autoriza, pe langd tuberculinare, utilizarea dozirii interferonului gama
mentionat la capitolul 2.3.3 (tuberculoza bovind) din manualul privind normele de efectuare a testelor
de diagnosticare si a vaccinurilor, editia a patra (2000), al Oficiului International de Epizootii (OIE).

INSTITUTELE DE STAT SI LABORATOARELE NATIONALE DE REFERINTA

Sarcini §i responsabilitati

Institutele de stat i laboratoarele de referintd mentionate la punctul 4.2 rispund de controlul oficial al
tuberculinelor sau al reactivilor mentionati la punctele 2 si 3 in tdrile lor respective, in scopul garantdrii
conformitdtii acestora cu normele amintite.

Lista institutelor de stat i a laboratoarelor nationale de referinta
1. Germania

Paul-Ehrlich Institut (PEI), Bundesamt fiir Sera und Impstoffe, D-23207 Langen; Bundesinstitut fiir
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinirmedizin — Bereich Jena — D-07743 Jena

2. Belgia
Institut scientifique de la santé publique — Louis Pasteur, rue Juliette Wytsman 14, B-1050 Bruxelles
3. Franta
Laboratoire national des médicaments vétérinaires, Fougeres
4. Marele Ducat al Luxemburgului
Institutul din tara furnizoare
5. Italia
Istituto superiore di Sanita, Roma
6. Tdrile de Jos
Centraal Instituut voor Dierziekte Controle Lelystad (CIDC-Lelystad), Lelystad
7. Danemarca
Danmarks Veterinrinstitut, Bilowsvej 27, DK-1790, Copenhaga
8. Irlanda
Institutul din tara furnizoare
9. Regatul Unit
Veterinary Laboratory Agency, Addlestone, Weybridge
10. Grecia

Kévtpo Kmatpikov Idupdtey, Neanodewg 25, GR-153 10 Agrva
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11.

12.

13.

14.

15.

Spania

Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Granada
Portugalia

Laboratério Nacional de Investigacdo Veterindria, Lisabona
Austria

Bundesanstalt fiir veterinirmedizinische Untersuchungen, Médling
Finlanda

Eldinlddkinta- ja elintarviketutkimuslaitos — Forskningsanstalten for veterinirmedicin och livsmedel,
Helsinki

Suedia

Statens veterinirmedicinska anstalt, Uppsala.”



