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REGLAMENTO (CE) N° 1226/2002 DE LA COMISION
de 8 de julio de 2002
por el que se modifica el anexo B de la Directiva 64/432/CEE del Consejo

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 64/432/CEE del Consejo, de 26 de junio de
1964, relativa a problemas de policfa sanitaria en materia de
intercambios intracomunitarios de animales de las especies
bovina y porcina ('), cuya tltima modificacion la constituye el
Reglamento (CE) n° 535/2002 de la Comisién (3, y, en parti-
cular, el parrafo segundo del apartado 1 de su articulo 16,

Considerando lo siguiente:

(1)  El 11 de octubre de 1999, el Comité cientifico de la
salud y bienestar de los animales aprobé un informe ()
sobre la modificacion de los anexos técnicos de la Direc-
tiva 64/432/CEE para tener en cuenta los avances cienti-
ficos relativos a la tuberculosis, brucelosis y leucosis
bovina enzodtica.

(20 De conformidad con el citado informe, las pruebas de la
tuberculosis deben realizarse segin la tercera edicion
(1996) del Manual de normas para las pruebas de diagnds-
tico y las vacunas de la Oficina Internacional de Epizootias
(OIE).

(3)  En agosto de 2001, la OIE publicé la cuarta edicion
(2000) del citado manual, en la que se recogen algunas
modificaciones de la descripcion de las pruebas de la
tuberculosis.

(4)  En enero de 2002, la Direccién Europea de Calidad del
Medicamento publicé la cuarta edicion (2002) de la
Farmacopea Europea, que incluye las monografias 0535 y
0536 del derivado proteinico purificado de la tuberculina
(aviar y bovina).

(5)  Es necesario, pues, modificar el anexo B de la Directiva
64/432|CEE con el fin de establecer los procedimientos
de las pruebas aplicables a la vigilancia y el comercio en
la Comunidad teniendo en cuenta el dictamen del
Comité cientifico veterinario.

(6)  Las medidas previstas en el presente Reglamento se
ajustan al dictamen del Comité permanente de la cadena
alimentaria y de sanidad animal.

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1
El anexo B de la Directiva 64/432/CEE se sustituird por el anexo
del presente Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el vigésimo dia
siguiente al de su publicacién en el Diario Oficial de las Comuni-
dades Europeas.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en

cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 8 de julio de 2002.

() DO 121 de 29.7.1964, p. 1977/64.
() DO L 80 de 23.3.2002, p. 22.
() SANCO/B3/R10/1999.

Por la Comisién
David BYRNE

Miembro de la Comisién
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2.1.

2.1.4.1.

ANEXO

«ANEXO B

TUBERCULOSIS

IDENTIFICACION DEL AGENTE

La presencia de Mycobacterium bovis (M. bovis), agente de la tuberculosis bovina, en muestras clinicas y de
autopsia puede demostrarse examinando frotis teflidos o mediante técnicas de inmunoperoxidasa y confirmarse
mediante cultivo del organismo en medio de aislamiento primario.

El material patolégico para la confirmacién de M. bovis debe tomarse de ganglios linfiticos anormales y
drganos parenquimatosos, como los pulmones, el higado, el bazo, etc. Cuando el animal no presente lesiones
patoldgicas, deberdn recogerse muestras de los ganglios linfaticos retrofaringeos, bronquiales, mediastinicos,
supramamarios y mandibulares, asi como de algunos ganglios linfiticos mesentéricos y del higado, para su
examen y cultivo.

La identificacién de las cepas aisladas podrd realizarse habitualmente determinando las propiedades bioqui-
micas y de cultivo. También podrd emplearse la reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion del
complejo de M. tuberculosis. Las técnicas de andlisis del ADN pueden resultar mds rdpidas y fiables que los
métodos bioquimicos para la diferenciacion de M. bovis de otros miembros del complejo de M. tuberculosis. La
huella genética permite distinguir entre diferentes cepas de M. bovis y posibilitard la descripcién de patrones del
origen, transmision y propagacién de M. bovis.

Las técnicas y medios utilizados, su normalizacién y la interpretacién de los resultados deben ajustarse a los
que se precisan en el capitulo 2.3.3 (tuberculosis bovina) de la cuarta edicién (2000) del Manual de normas para
las pruebas de diagnéstico y las vacunas de la OIE.

INTRADERMOTUBERCULINIZACION

Los derivados proteinicos purificados de la tuberculina que cumplan las normas establecidas en el apartado 2.1
se utilizardn para realizar la intradermotuberculinizacién oficial con arreglo a los procedimientos mencionados
en el apartado 2.2.

Normas aplicables a la tuberculina (bovina y aviar)

Definicidn

El derivado proteinico purificado de la tuberculina (bovina o aviar) es un preparado que se obtiene, previo
calentamiento, de productos del crecimiento y la lisis de Mycobacterium bovis o Mycobacterium avium (segtin
corresponda), capaz de poner de manifiesto hipersensibilidad retardada en un animal sensibilizado a los
microorganismos de la misma especie.

Produccién

Se obtiene a partir de fracciones hidrosolubles preparadas calentando en vapor libre y filtrando posteriormente
cultivos de M. bovis 0 M. avium (segiin corresponda) en un medio liquido sintético. La fraccién activa del
filtrado, consistente principalmente en proteinas, se aisla mediante precipitacion, se lava y se vuelve a disolver.
Puede afiadirse un conservante antimicrobiano que no produzca reacciones positivas falsas, como el fenol. La
preparacion estéril final, libre de micobacterias, se distribuye asépticamente en recipientes de vidrio inviolables
que se cierran después para evitar que se contaminen. El preparado puede liofilizarse.

Identificacion del producto

Inyectar por via intradérmica en puntos diferentes varias dosis graduadas a cobayas albinos sensibilizados
convenientemente, cada uno de los cuales debe pesar al menos 250 g. Al cabo de un periodo de 24 a 28
horas, se producen reacciones en forma de hinchazones edematosas con eritema, acompafiadas o no de
necrosis en el punto de inyeccién. El tamafio e importancia de las reacciones varfa de acuerdo con la dosis. Los
cobayas que no se hayan sensibilizado no presentan reaccién a inyecciones de este tipo.

Pruebas

pH: el pH debe oscilar entre 6,5 y 7,5.



9.7.2002

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

L179/15

2.1.4.2.

2.1.4.3.

2.1.4.4.

2.1.4.5.

2.2

2.2.1.

Fenol: si el preparado que vaya a examinarse contiene fenol, su concentracién no debe ser superior a 5 g/l.

Efecto sensibilizante: emplear un grupo de tres cobayas que no hayan sido tratados con ningin material que
pueda interferir con la prueba. En tres ocasiones, a intervalos de cinco dias, inyectar por via intradérmica a cada
cobaya una dosis del preparado que se vaya a examinar, equivalente a 500 Ul en 0,1 ml. Entre 15 y 21 difas
después de la tercera inyeccion, inyectar la misma dosis (500 Ul) por via intradérmica a esos animales y a un
grupo de control de tres cobayas del mismo peso a los que no se les haya inyectado previamente tuberculina.
Entre 24 y 28 horas después de las dltimas inyecciones, las reacciones de los dos grupos no son muy
diferentes.

Toxicidad: emplear dos cobayas, cada uno de los cuales debe pesar al menos 250 g, que no hayan sido
tratados previamente con ningtin material que pueda interferir con la prueba. Inyectar por via subcutdnea a
cada animal 0,5 ml del preparado que se vaya a examinar. Observar los animales durante siete dias. En el
periodo de observacion no se producen efectos anormales.

Esterilidad: se debe cumplir la prueba de esterilidad prescrita en la monografia sobre vacunas de uso veterinario
de la cuarta ediciéon (2002) de la Farmacopea Europea.

Actividad

La actividad del derivado proteinico purificado de la tuberculina (bovina y aviar) se determina comparando las
reacciones producidas en cobayas sensibilizados mediante la inyeccidn intradérmica de una serie de diluciones
del preparado que se vaya a examinar con las producidas por concentraciones conocidas de un preparado de
referencia de derivado proteinico purificado de tuberculina (bovina o aviar, segtin corresponda), calibrado en
unidades internacionales.

Para probar la actividad, sensibilizar como minimo nueve cobayas albinos, cada uno de los cuales debe pesar
entre 400 y 600 g, mediante una inyeccién intramuscular profunda de 0,0001 mg de masa himeda de M.
bovis vivo de la cepa AN5, suspendida en 0,5 ml de una solucién de 9 g/l de cloruro de sodio R, en el caso de
la tuberculina bovina, o una dosis adecuada de M. avium inactivado o vivo, en el de la tuberculina aviar.
Transcurridas al menos cuatro semanas tras la sensibilizacién de los cobayas, afeitar los costados de los
animales para disponer de espacio para un mdximo de cuatro puntos de inyeccién en cada lado. Preparar
diluciones del preparado que se vaya a examinar y del preparado de referencia utilizando una solucién salina
isoténica amortiguadora de fosfatos (pH 6,5-7,5) que contenga 0,005 g/l de polisorbato 80 R. Utilizar al
menos tres dosis del preparado de referencia y otras tantas del preparado que vaya a examinarse. Escoger las
dosis de modo que las lesiones producidas tengan un didmetro comprendido entre 8 y 25 mm. Distribuir
aleatoriamente las diluciones entre los puntos valiéndose de un cuadrado latino. Inyectar cada dosis intradérmi-
camente en un volumen constante de 0,1 o0 0,2 ml. Transcurridas entre 24 y 28 horas, medir los didmetros de
las lesiones y calcular el resultado de la prueba utilizando los métodos estadisticos habituales, basdndose en el
supuesto de que los didmetros de las lesiones son directamente proporcionales al logaritmo de la concentracion
de las tuberculinas.

La prueba no serd vilida a menos que los limites de error (con una confianza P = 0,95) estén ente el 50 % y el
200 % de la actividad calculada. La actividad calculada estard entre el 66 % y el 150 % de la actividad declarada
de la tuberculina bovina. La actividad calculada estard entre el 75 % y el 133 % de la actividad declarada de la
tuberculina aviar. La actividad declarada serd al menos igual a 20 000 Ul/ml para ambas tuberculinas (bovina y
aviar).

Almacenamiento

Almacenar al abrigo de la luz, a una temperatura de 5 + 3 C.

Etiquetado

La etiqueta debe indicar:
— la actividad en unidades internacionales por mililitro,
— el nombre y la cantidad de las eventuales sustancias afiadidas,
— en el caso de preparados liofilizados:
— el nombre y volumen del liquido reconstituyente que debe afiadirse,

— que el producto debe utilizarse inmediatamente después de la reconstitucion.

Procedimientos de prueba

Se considerardn intradermotuberculinizaciones oficiales:
— la intradermotuberculinizacién sencilla: esta prueba requiere una tnica inyeccién de tuberculina bovina;

— la intradermotuberculinizacion de comparacion: esta prueba requiere una inyeccién de tuberculina bovina y
una inyecciéon de tuberculina aviar, administradas simultdneamente.
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2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.1.

2.2.5.2.

2.2.5.3.

2.25.3.1.

2.2.53.2.

La dosis de tuberculina inyectada sera:
— igual o superior a 2000 UI de tuberculina bovina,

— igual o superior a 2000 UI de tuberculina aviar.
El volumen de cada inyecciéon no rebasard los 0,2 ml.

Las tuberculinizaciones se realizardn inyectando tuberculina en la piel del cuello. Los puntos de inyeccion
estardn situados en el limite de los tercios anterior y medio del cuello. Cuando se inyecte tuberculina aviar y
bovina al mismo animal, el punto de inyeccién de la tuberculina aviar estard situado a unos 10 cm del borde
superior del cuello y el de la tuberculina bovina, unos 12,5 cm mds abajo en una linea aproximadamente
paralela a la del hombro o en lados diferentes del cuello; tratindose de animales jévenes en los que no haya
espacio para separar suficientemente los puntos de inyeccién en un lado del cuello, se administrard una
inyeccion a cada lado del cuello en puntos idénticos, en el centro del tercio medio de éste.

La técnica de la tuberculinizacién y la interpretacion de las reacciones serdn las siguientes:
Técnica

Los puntos de inyeccién se rasurardn y limpiardn. En cada zona rasurada se tomard un pliegue de piel entre el
indice y el pulgar, se medird con un compds y se anotard el resultado. A continuacién se inyectard la dosis de
tuberculina siguiendo un método que garantice que aquella se administra intradérmicamente. Podra utilizarse
una aguja corta estéril, con la parte biselada hacia fuera, de una jeringuilla graduada que contenga tuberculina,
que se insertard oblicuamente en las capas mds profundas de la piel. Para confirmar si una inyeccién se ha
efectuado correctamente deberd palparse una hinchazén del tamafio de un guisante en cada punto de
inyeccién. El grosor del pliegue de piel de cada punto de inyeccién se medird de nuevo 72 horas (+/- 4 h)
después de la inyeccion y se anotard el resultado.

Interpretacién de las reacciones

La interpretacion de las reacciones se basard en observaciones clinicas y en el aumento de grosor de los
pliegues de piel en los puntos de inyeccidn, anotados 72 horas después de haber inyectado la tuberculina.

a) Reaccion negativa: sélo se observa una hinchazén limitada, con un aumento del grosor del pliegue de piel
no superior a 2 mm, sin signos clinicos tales como edema difuso o extensivo, exudacién, necrosis, dolor o
inflamacién de los conductos linfiticos de esa regién o de los ganglios linfiticos.

b) Reaccién dudosa: no se observa ninguno de los signos clinicos mencionados en la letra a) y el aumento de
grosor del pliegue de piel es superior a 2 mm e inferior a 4.

¢) Reaccion positiva: se observan signos clinicos de los mencionados en la letra a) o el grosor del pliegue de
piel del punto de inyeccién aumenta 4 mm o mads.

La interpretacién de las intradermotuberculinizaciones oficiales serd la siguiente:
Intradermotuberculinizacién sencilla:

a) positiva: reacciéon bovina positiva como la descrita en la letra ¢) del apartado 2.2.5.2;
b) dudosa: reaccién dudosa como la descrita en la letra b) del apartado 2.2.5.2;

) negativa: reaccién bovina negativa como la descrita en la letra a) del apartado 2.2.5.2.

Los animales en los que la intradermotuberculinizacién sencilla haya dado resultados dudosos serdn sometidos
a otra tuberculinizacion después de un plazo minimo de 42 dias.

Los animales en los que esta segunda prueba no dé resultados negativos se considerardn positivos.

Los animales en los que la intradermotuberculinizacién sencilla dé resultados positivos podrdn someterse a una
intradermotuberculinizacién de comparacion si se sospecha la existencia de una reaccién positiva falsa o una
reaccién de interferencia.

Intradermotuberculinizaciéon de comparacion para la determinacion y el mantenimiento de la calificacién de
explotacién oficialmente libre de tuberculosis:

a) positiva: reaccion bovina positiva que sea superior en mas de 4 mm a la reaccién aviar, o presencia de
signos clinicos;

b) dudosa: reaccién bovina positiva o dudosa que sea de 1 a 4 mm superior a la reaccién aviar, y ausencia de
signos clinicos;

) negativa: reaccion bovina negativa, o reaccién bovina positiva o dudosa pero que sea igual o inferior a una
reaccién aviar positiva o dudosa, y ausencia de signos clinicos en ambos casos.

Los animales en los que la intradermotuberculinizacién de comparacién haya dado resultados dudosos deberdn
ser sometidos a otra tuberculinizacién transcurrido un plazo minimo de 42 dias. Los animales en los que esta
segunda prueba no dé resultados negativos se considerardn positivos.
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2.2.5.3.3.

2.2.53.4.

2.2.5.3.5.

4.1.

4.2.

La calificacion de explotacién oficialmente libre de tuberculosis podrd suspenderse y los animales procedentes
de ella no podrin ser objeto de intercambios comerciales intracomunitarios mientras no se determine la
calificacion de los animales siguientes:

a) animales que se hayan considerado dudosos en la intradermotuberculinizacién sencilla;

b) animales que se hayan considerado positivos en la intradermotuberculinizacién sencilla, pero que deban
someterse de nuevo a una prueba por intradermotuberculinizacion de comparacion;

¢) animales que se hayan considerado dudosos en la intradermotuberculinizacién de comparacion.

Cuando la legislaciéon comunitaria exija que los animales se sometan a una intradermotuberculinizacién antes
de su traslado, se interpretard la prueba para que ningtin animal que muestre un aumento del grosor del pliegue
de la piel superior a 2 mm o la presencia de signos clinicos sea objeto de intercambios comerciales
intracomunitarios.

Para permitir la deteccién del mdximo nimero de animales infectados o enfermos de una explotaciéon o una
region, los Estados miembros podrdn modificar los criterios para la interpretacion de la prueba con el fin de
mejorar la sensibilidad de ésta considerando que todas las reacciones dudosas mencionadas en la letra b) de los
apartados 2.2.5.3.1. y 2.2.5.3.2. son reacciones positivas.

PRUEBAS SUPLEMENTARIAS

Para permitir la deteccién del mdximo nimero de animales infectados o enfermos de una explotacién o una
region, los Estados miembros podrdn autorizar el empleo de la prueba de interferén gamma a que se refiere el
capitulo 2.3.3. (tuberculosis bovina) de la cuarta edicion (2000) del Manual de normas para las pruebas de
diagndstico y las vacunas de la OIE, ademds de la tuberculinizacion.

INSTITUTOS ESTATALES Y LABORATORIOS NACIONALES DE REFERENCIA

Tareas y competencias

Los institutos estatales y los laboratorios de referencia que se recogen en el apartado 4.2 se encargardn de la
comprobacion oficial de las tuberculinas o los reactivos a que se refieren los apartados 2 y 3 en sus paises
respectivos para garantizar que se ajustan a las normas anteriormente mencionadas.

Lista de institutos pdblicos y laboratorios nacionales de referencia

1) Alemania:

Paul-Ehrlich Institut (PEI), Bundesamt ftir Sera und Impstoffe, D-23207 Langen; Bundesinstitut fiir gesund-
heitlichen Verbraucherchutz und Veterinirmedizin — Bereich Jena — D-07743 Jena.

2) Bélgica:
Institut Scientifique de la Santé Publique — Louis Pasteur, 14 Rue Juliette Wytsman — B-1050 Bruselas.
3) Francia:
Laboratoire national des médicaments vétérinaires, Fougeres.
4) Gran Ducado de Luxemburgo:
Instituto del pais proveedor.
5) Italia:
Istituto superiore di Sanita, Roma.
6) Paises Bajos:
Centraal Instituut voor Dierziekte Controle Lelystad (CIDC-Lelystad), Lelystad.
7) Dinamarca:
Danmarks Veterinarinstitut, Billowsvej 27, DK-1790 Copenhague.
8) Irlanda:
Instituto del pais proveedor.
9) Reino Unido:
Veterinary Laboratory Agency, Addlestone, Weybridge.

10) Grecia:
Kévtpo Kviatpikav [8pupdtev, Neanddeog 25, 153 10 Atenas.
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11) Espafia:
Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Granada.
12) Portugal:
Laboratério Nacional de Investigagio Veterindria, Lisboa.
13) Austria:
Bundesanstalt fiir veterindrmedizinische Untersuchungen, Modling.
14) Finlandia:

Eldinladkintd- ja elintarviketutkimuslaitos — Forskningsanstalten for veterinirmedicin och livsmedel,
Helsinki.

15) Suecia:

Statens veterindrmedicinska anstalt, Uppsala.»



