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DECISION DE LA COMISION
de 10 de diciembre de 2008

por la que se modifican, en lo que respecta a las pruebas de diagndstico de la brucelosis bovina, el
anexo C de la Directiva 64/432/CEE del Consejo y la Decisién 2004/226/CE

[notificada con el niimero C(2008) 7642]

(Texto pertinente a efectos del EEE)

(2008/984CE)

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 policia sanitaria en materia de
intercambios intracomunitarios de animales de las especies bo-
vina y porcina (), y, en particular, su articulo 6, apartado 2,
letra b), y su articulo 16, apartado 1, pdrrafo segundo,

Considerando lo siguiente:

1)

)

El anexo C de la Directiva 64[432/CEE establece los
métodos de diagnéstico de la brucelosis bovina que de-
ben utilizarse para el control y la erradicaciéon de esta
enfermedad, para las tareas de vigilancia y seguimiento y
para la determinacion y el mantenimiento de la califica-
cién de rebafio oficialmente indemne de brucelosis, asi
como la certificacion exigida para el comercio intraco-
munitario de animales bovinos.

La Decision 2004/226/CE de la Comisién, de 4 de marzo
de 2004, por la que se autorizan pruebas para la detec-
cién de anticuerpos de la brucelosis bovina en el dambito
de la Directiva 64/432/CEE del Consejo (%), autoriza de-
terminadas pruebas de diagndstico de la brucelosis bo-
vina que pueden utilizarse como alternativa a la prueba
de seroaglutinacién obligatoria para la certificacién de los
animales bovinos de acuerdo con el articulo 6, apartado
2, letra b), de la Directiva 64/432/CEE.

El ensayo de fluorescencia polarizada es una nueva
prueba de diagndstico afladida a las prescritas para el
comercio internacional en el capitulo 2.4.3 (brucelosis
bovina) del Manual de las Pruebas de Diagndstico y de
las Vacunas para los Animales Terrestres, sexta edicion,
de 2008, de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE).

La Comision solicité a la Autoridad Europea de Seguri-
dad Alimentaria (EFSA) un dictamen cientifico sobre la
conveniencia de incluir el ensayo de fluorescencia pola-
rizada en el anexo C de la Directiva 64/432/CEE.

DO 121 de 29.7.1964, p. 1977/64.
DO L 68 de 6.3.2004, p. 36.

)

(11)

Asimismo, la Comisién pidié a la EFSA que determinara
si el ensayo de fluorescencia polarizada y las pruebas
citadas en el articulo 1 de la Decision 2004/226/CE
eran adecuadas a efectos de la certificacion de los anima-
les bovinos para el comercio intracomunitario.

El 11 de diciembre de 2006, la Comisién Técnica de
Salud y Bienestar de los Animales adopté un dictamen
cientifico sobre los métodos de diagndstico de la brucelo-
sis bovina (}) en el que concluia que, exceptuando la
seroaglutinacién, las pruebas de diagnéstico de la bru-
celosis bovina que figuraban en el anexo C de la Direc-
tiva 64/432/CEE podian seguir considerdndose pruebas
normalizadas a efectos de la certificacién individual de
los animales bovinos para el comercio intracomunitario.

Sin embargo, dado que la seroaglutinacién es la prueba
previa al desplazamiento en el comercio de ganado que
prescribe explicitamente el articulo 6, apartado 2, letra b),
de la Directiva 64[432/CEE, el anexo C de la citada
Directiva debe ofrecer una especificacion técnica.

Ademds, el dictamen cientifico de 11 de diciembre de
2006 concluia que el ensayo de fluorescencia polarizada
tiene una sensibilidad y una especificidad comparables a
las de las pruebas contempladas en el anexo C de la
Directiva 64/432/CEE y puede afiadirse al citado anexo
como prueba normalizada de diagnéstico de la brucelosis
bovina para el comercio intracomunitario.

Los métodos de reaccién en cadena de la polimerasa
desarrollados recientemente, tal como se describen en
la seccion 1(d) del capitulo 2.4.3 del Manual de las Prue-
bas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales
Terrestres de la OIE, sexta edicién, de 2008, ofrecen
medios adicionales de deteccion e identificacion de las
bacterias del género brucela y, por tanto, deberfan in-
cluirse en el anexo C de la Directiva 64/432/CEE.

Por tanto, el anexo C de la Directiva 64/432/CEE y la
Decisién 2004/226/CE deben modificarse en consecuen-
cia.

Las medidas previstas en la presente Decision se ajustan
al dictamen del Comité permanente de la cadena alimen-
taria y de sanidad animal.

() http://www.efsa.ecuropa.eu/EFSA[efsa_locale-

1178620753812_1178620772731.htm
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HA ADOPTADO LA PRESENTE DECISION:

Articulo 1

El anexo C de la Directiva 64/432/CEE se sustituye por el texto
del anexo de la presente Decision.

Articulo 2
El articulo 1 de la Decision 2004/226/CE se sustituye por el
texto siguiente:
«Articulo 1

Quedan autorizados, a efectos de certificacion, la prueba de
fijacion del complemento, la prueba del antigeno brucelar

tamponado (prueba del rosa de Bengala), las pruebas ELISA y
el ensayo de fluorescencia polarizada efectuados de acuerdo
con el anexo C de la Directiva 64/432/CEE.».

Articulo 3

Los destinatarios de la presente Decisién serdn los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 10 de diciembre de 2008.

Por la Comisidn
Androulla VASSILIOU
Miembro de la Comisién
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ANEXO

1) En el anexo C de la Directiva 64/432/CEE, los puntos 1, 2 y 3 se sustituyen por el texto siguiente:

2.1.

2.1.1.

«ANEXO C

BRUCELOSIS

IDENTIFICACION DEL AGENTE

La demostracion, mediante tincion inmunoespecifica o acidorresistente modificada, de la presencia de orga-
nismos con morfologia de brucela en material procedente de abortos, flujo vaginal o leche implica una
presuncion de brucelosis, especialmente si se corrobora con pruebas seroldgicas. Los métodos de reaccién
en cadena de la polimerasa ofrecen métodos de deteccién adicionales.

En la medida de lo posible, las bacterias del género brucela deben aislarse con medios simples o selectivos,
por cultivo a partir de flujos uterinos, fetos abortados, secreciones mamarias o tejidos seleccionados, como
ganglios linfdticos y 6rganos reproductores masculinos y femeninos.

Una vez aisladas las bacterias, deben identificarse la especie y la biovariedad mediante lisis por fagos o pruebas
del metabolismo oxidativo y criterios de cultivo, bioquimicos y seroldgicos. La reacciéon en cadena de la
polimerasa puede ofrecer un método complementario y biotipologico basado en secuencias gendmicas
especificas.

Las técnicas y los medios utilizados, su normalizacién, asi como la interpretacién de los resultados deben
ajustarse a lo dispuesto en los capitulos 2.4.3 (brucelosis bovina), 2.7.2 (brucelosis caprina y ovina) y 2.8.5
(brucelosis porcina) del Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres
de la OIE, sexta edicién, de 2008.

PRUEBAS INMUNOLOGICAS
Estdndares

Para la preparacion de todos los antigenos utilizados en las pruebas del rosa de Bengala, de seroaglutinacion,
de fijacion del complemento y del anillo de leche se utilizardn las cepas Weybridge 99 o USDA 1119-3 de la
biovariedad 1 de Brucella abortus.

Para las pruebas del rosa de Bengala, de seroaglutinacion, de fijacion del complemento y del anillo de leche se
utilizard el suero estdndar de referencia internacional de la OIE, anteriormente denominado segundo suero
anti-Brucella abortus internacional de la OMS (ISAbS).

Los sueros estandar de referencia para los enzimoinmunoanilisis de adsorcién (ELISA) serdn los siguientes:
— el suero estdndar de referencia internacional de la OIE,

— el suero estdndar débilmente positivo de la OIE para ELISA,

— el suero estdndar fuertemente positivo de la OIE para ELISA,

— el suero estdndar negativo de la OIE para ELISA.

Los sueros estandar de referencia para los ensayos de fluorescencia polarizada serdn los siguientes:

— el suero estdndar débilmente positivo de la OIE para ELISA,

— el suero estindar fuertemente positivo de la OIE para ELISA,

— el suero estdndar negativo de la OIE para ELISA.

Los sueros estindar mencionados en los puntos 2.1.3 y 2.1.4 pueden obtenerse en el laboratorio comunitario
de referencia para la brucelosis o la Veterinary Laboratories Agency (VLA), Weybridge, Reino Unido.
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2.2.

2.2.1.

2.2.2.
2.2.2.1.

2.2.2.2.

2.2.2.3.

2.2.3.
2.2.3.1.

2.2.3.2.

2.2.3.3.

El suero estindar de referencia internacional de la OIE y los sueros estindar débilmente positivo, fuertemente
positivo y negativo de la OIE para ELISA son estdndares primarios internacionales a partir de los cuales deben
establecerse, en cada Estado miembro, sueros estindar nacionales secundarios de referencia (en lo sucesivo,
“estandares de trabajo”) para cada prueba mencionada en el punto 2.1.1.

Enzimoinmunoanilisis de adsorcién (ELISA) u otros andlisis de saturaciéon para la deteccion de la
brucelosis bovina en suero o leche

Material y reactivos

La técnica empleada y la interpretacién de los resultados deberdn haberse validado de conformidad con los
principios establecidos en el capitulo 1.1.4 del Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los
Animales Terrestres de la OIE, sexta edicion, de 2008, e incluirdn al menos estudios de laboratorio y de
diagndstico.

Normalizacién de la prueba

Normalizacion del procedimiento de prueba para muestras individuales de suero:

a) una predilucién al 1/150 (!) de suero estindar de referencia internacional de la OIE, una predilucion al 1/2
de suero estandar débilmente positivo de la OIE para ELISA o una predilucién al 1/16 de suero estdndar
fuertemente positivo de la OIE para ELISA en un suero negativo (0 en una mezcla de sueros negativos)
deberdn dar una reaccién positiva;

b) una predilucion al 1/600 de suero estandar de referencia internacional de la OIE, una predilucién al 1/8 de
suero estandar débilmente positivo de la OIE para ELISA o una predilucién al 1/64 de suero estandar
fuertemente positivo de la OIE para ELISA en un suero negativo (0 en una mezcla de sueros negativos)
deberdn dar una reaccién negativa;

¢) el suero estindar negativo de la OIE para ELISA deberd dar siempre una reaccién negativa.
Normalizacion del procedimiento de prueba para muestras mezcladas de suero:

a) una predilucién al 1/150 de suero estindar de referencia internacional de la OIE, una predilucién al 1/2 de
suero estdndar débilmente positivo de la OIE para ELISA o una predilucién al 1/16 de suero estdndar
fuertemente positivo de la OIE para ELISA en un suero negativo (o en una mezcla de sueros negativos) y
diluidas de nuevo en sueros negativos por el nimero de muestras que componen la mezcla deberdn dar
una reaccion positiva;

b) el suero estdndar negativo de la OIE para ELISA deberd dar siempre una reaccion negativa;

¢) la prueba deberd ser adecuada para detectar indicios de infeccién en un solo animal del grupo de animales
cuyas muestras de suero se han mezclado.

Normalizacién del procedimiento de prueba para muestras mezcladas de leche o de lactosuero:

a) una predilucion al 1/1 000 de suero estdndar de referencia internacional de la OIE, una predilucién al 1/16
de suero estandar débilmente positivo de la OIE para ELISA o una predilucién al 1/125 de suero estdndar
fuertemente positivo de la OIE para ELISA en un suero negativo (o en una mezcla de sueros negativos) y
diluidas de nuevo al 1/10 en leche negativa deberdn dar una reaccidn positiva;

b) el suero estindar negativo de la OIE para ELISA diluido al 1/10 en leche negativa deberd dar siempre una
reaccion negativa;

¢) la prueba deberd ser adecuada para detectar indicios de infeccién en un solo animal del grupo de animales
cuyas muestras de leche o de lactosuero se hayan mezclado.

Condiciones para la utilizacion de las pruebas ELISA en el diagnéstico de la brucelosis bovina

En las condiciones de calibracién para las pruebas ELISA indicadas en los puntos 2.2.2.1 y 2.2.2.2 sobre las
muestras de suero, la sensibilidad de diagnéstico de dichas pruebas deberd ser igual o superior a la de la
prueba del rosa de Bengala o a la de la prueba de fijaciéon del complemento, teniendo en cuenta la situacion
epidemioldgica en que se realicen.

En las condiciones de calibracién para las pruebas ELISA indicadas en el punto 2.2.2.3 sobre muestras
mezcladas de leche, la sensibilidad de diagnéstico de dichas pruebas deberd ser igual o superior a la de la
prueba del anillo de leche, teniendo en cuenta no solo la situacion epidemioldgica, sino también los sistemas
de crfa de ganado medios y previsiblemente extremos.

Si se realizan pruebas ELISA a efectos de certificacion con arreglo al articulo 6, apartado 1, o del estable-
cimiento y mantenimiento del estatuto de un rebafio de conformidad con el punto 10 del titulo II del anexo
A, la mezcla de las muestras de suero deberd realizarse de forma que los resultados de las pruebas puedan
vincularse sin ningtin género de duda a los distintos animales cuyas muestras se hayan mezclado. Toda prueba
de confirmacién deberd efectuarse con muestras de suero tomadas de animales por separado.

(") A efectos del presente anexo, las diluciones para preparar los reactivos liquidos se expresan con una fraccion, por ejemplo 1/150, que
indica una dilucién de 1 en 150.
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2.2.3.4. Las pruebas ELISA podrdn utilizarse con una muestra de la leche recogida en una explotacion que tenga al
menos un 30 % de vacas lecheras en fase de produccion de leche. Si se emplea ese método, deberan aplicarse
medidas para que las muestras examinadas puedan vincularse sin ningin género de duda a los distintos
animales de los que procede la leche. Toda prueba de confirmacién deberd efectuarse con muestras de suero
tomadas de animales por separado.

2.3.  Prueba de fijacién del complemento (FdC)

2.3.1. El antigeno consiste en una suspensién bacteriana en solucion salina de fenol [NaCl al 0,85 % (m/v) y fenol al
0,5% (v[v)] o en una soluciéon amortiguadora de veronal. Los antigenos podrdn presentarse en forma
concentrada, siempre que en la etiqueta del frasco se indique el factor de dilucién que debe utilizarse. El
antigeno se almacenard a 4 °C y no se congelard.

2.3.2.  Los sueros se inactivardn de la manera siguiente:
— suero bovino: 56 a 60 °C durante 30 a 50 minutos,
— suero porcino: 60 °C durante 30 a 50 minutos.

2.3.3.  Con objeto de provocar la reaccién genuina en el procedimiento de la prueba, se utilizard una dosis de
complemento superior a la minima necesaria para lograr una hemolisis completa.

2.3.4. Al realizar la prueba de fijacion del complemento, se efectuardn, cada vez, los controles siguientes:
a) control del efecto anticomplementario del suero;
b) control del antigeno;
¢) control de los eritrocitos sensibilizados;
d) control del complemento;
e) control de la sensibilidad, mediante un suero positivo, al principio de la reaccion;
f) control de la especificidad de la reaccion, mediante un suero negativo.

2.3.5.  Cdleulo de los resultados

El suero esténdar de referencia internacional de la OIE (OIEISS) contiene 1 000 unidades internacionales de
prueba FAC por mililitro. Si este suero se somete a prueba con un método concreto, el resultado se expresard
mediante un titulo (dilucién directa mds alta del suero estdndar de referencia internacional de la OIE que
permita obtener una hemolisis del 50 %, Tqygss)- El resultado de la prueba con el suero problema indicado
como titulo (Tgygro proBLEMA) SE €xpresard en unidades internacionales de prueba FAC por mililitro. El factor
de conversién (F) necesario para pasar del titulo de un suero problema desconocido (Tsyrro pROBLEMA)
examinado por dicho método a su expresion en unidades internacionales de prueba FAC podrd determinarse
con la féormula siguiente:

F=1000 x 1/Topss

y el contenido de unidades internacionales de prueba FAC por mililitro de suero problema
(UIPFdCsygro proBLEMA) POdréd determinarse con la formula siguiente:

UIPFdCsugro proBLEmMA = F * TsuErO PROBLEMA

2.3.6.  Interpretacion de los resultados

Se considerard positivo un suero que contenga 20 o mds unidades internacionales de prueba FAC por mililitro.

2.4. Prueba del anillo de leche

2.4.1. El antigeno consiste en una suspensién bacteriana en solucioén salina de fenol [NaCl al 0,85 % (m/v) y fenol al
0,5 % (v/v)] marcada con hematoxilina. El antigeno se almacenard a 4 °C y no se congelard.

2.4.2. La sensibilidad del antigeno deberd estar normalizada con relacién al suero estindar de referencia interna-
cional de la OIE, de forma que el antigeno dé una reaccién positiva con una dilucién al 1/500 de dicho suero
estindar en leche negativa, mientras que con una dilucién al 1/1 000 la reaccién deberd ser negativa.
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2.4.3.

2.4.4.

2.4.5.

2.4.6.

2.4.7.

2.5.

2.5.1.

2.5.4.

2.6.

2.6.1.

La prueba del anillo se hard con muestras que representen el contenido de cada lechera o depésito a granel de
la explotacion.

Las muestras de leche no se habrdn congelado, calentado ni agitado fuertemente.
La reaccidn se provocard con uno de los métodos siguientes:

— en una columna de leche de al menos 25 mm de altura y un volumen de leche de 1 ml al que se habrdn
afiadido 0,03 ml o 0,05 ml de uno de los antigenos estindar marcados,

— en una columna de leche de al menos 25 mm de altura y un volumen de leche de 2 ml al que se habrdn
afiadido 0,05 ml de uno de los antigenos estdndar marcados,

— en un volumen de leche de 8 ml al que se habrin afiadido 0,08 ml de uno de los antigenos estindar
marcados.

La mezcla de leche y antigenos deberd incubarse a 37 °C durante 60 minutos, junto con estindares de trabajo
positivos y negativos. Posteriormente, una incubacién de entre 16 y 24 horas a 4 °C aumentard la sensibilidad
de la prueba.

Interpretacién de los resultados
a) reaccion negativa: leche coloreada, nata incolora;
b) reaccién positiva:

— leche y nata de idéntica coloracién, o

— leche incolora y nata coloreada.

Prueba del antigeno de brucela amortiguado (prueba del rosa de Bengala)

El antigeno consiste en una suspension bacteriana en diluyente de antigeno de brucela amortiguado a un pH
de 3,65 + 0,05, marcado con el colorante rosa de Bengala. El antigeno se suministrard listo para su uso, se
almacenard a 4 °C y no se congelard.

El antigeno se preparard sin tener en cuenta la concentracion celular, pero su sensibilidad deberd estar
normalizada con relacién al suero esténdar de referencia internacional de la OIE de forma que el antigeno
dé una reacci6n positiva con una dilucién de suero al 1/45 y una reaccién negativa con una dilucién al 1/55.

La prueba del rosa de Bengala se realizard de la manera siguiente:

a) se mezclan 20-30 pl de suero con el mismo volumen de antigeno en una placa blanca de porcelana o de
esmalte para obtener una zona de un didmetro aproximado de 2 cm; se agita suavemente la muestra
durante 4 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se observa con buena iluminacion si se ha
producido aglutinacién;

b) podrd utilizarse un método automatizado, pero deberd ser al menos tan sensible y exacto como el método
manual.

Interpretacion de los resultados

Toda reaccion visible deberd considerarse positiva, a menos que haya un exceso de sequedad alrededor de los
bordes.

En cada serie de pruebas se incluirdn estdndares de trabajo positivos y negativos.

Prueba de seroaglutinacion
El antigeno consistird en una suspension bacteriana en una solucién salina de fenol [NaCl al 0,85 % (m/v) y
fenol al 0,5 % (v[v)].

No se utilizard formaldehido.

Los antigenos podran presentarse en forma concentrada, siempre que en la etiqueta del frasco se indique el
factor de dilucién que deberd utilizarse.

Se podré afiadir EDTA a la suspension de antigeno hasta alcanzar una dilucién final de prueba de 5 mM para
reducir el nivel de falsos positivos en la prueba de seroaglutinacion. Posteriormente, se reajustard el pH de 7,2
en la suspensién de antigeno.
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2.6.2.

2.6.3.

2.6.4.

2.6.5.

2.7.

2.7.1.

2.7.2.

El suero estindar de referencia internacional de la OIE contiene 1 000 unidades internacionales de aglutina-
cion.

El antigeno se preparard sin tener en cuenta la concentracion celular, pero su sensibilidad deberd normalizarse
con relacion al suero estdndar de referencia internacional de la OIE de forma que el antigeno produzca una
aglutinacién del 50 % con una dilucién final del suero del 1/600 al 1/1 000, o una aglutinacion del 75 % con
una dilucién final del suero del 1/500 al 1/750.

También puede ser recomendable comparar la reactividad entre lotes de antigeno nuevos y previamente
normalizados utilizando un grupo de sueros definidos.

La prueba se realizard en tubos o en microplacas. La mezcla de antigeno y diluciones de suero se incubard
durante 16 a 24 horas a 37 °C.

Se preparardn al menos tres diluciones para cada suero. Las diluciones de suero sospechoso se realizardn de
forma que la lectura de la reaccion al limite de positividad se haga en el tubo intermedio (o en el pocillo
intermedio en el caso del método con microplaca).

Interpretacion de los resultados

El grado de aglutinacion de brucela en un suero se expresard en Ul/ml.
Se considerard positivo un suero que contenga 30 o mds Ul/ml.

Ensayo de fluorescencia polarizada

El ensayo de fluorescencia polarizada podrd efectuarse en un tubo de cristal o una placa de 96 pocillos. La
técnica utilizada, su normalizacién y la interpretacién de los resultados deberdn ser conformes a lo especi-
ficado en el capitulo 2.4.3 (brucelosis bovina) del Manual de las Pruebas de Diagnéstico y de las Vacunas para
los Animales Terrestres de la OIE, sexta edicién, de 2008.

Normalizacion de la prueba

El ensayo de fluorescencia polarizada se normalizard de tal manera que:

a) el suero estdndar fuertemente positivo de la OIE para ELISA y el suero estdndar débilmente positivo de la
OIE para ELISA den constantemente resultados positivos;

b) una predilucion al 1/8 de suero estindar débilmente positivo de la OIE para ELISA o una predilucién al
1/64 de suero estandar fuertemente positivo de la OIE para ELISA en un suero negativo (o en una mezcla
de sueros negativos) den siempre una reaccién negativa;

¢) el suero estdndar negativo de la OIE para ELISA dé siempre una reaccién negativa.

En cada baterfa de pruebas se incluird suero estdndar de trabajo fuertemente positivo, débilmente positivo y
negativo (calibrados respecto a los sueros estdndar de la OIE para ELISA).

PRUEBAS COMPLEMENTARIAS
Prueba cutinea de la brucelosis
Condiciones para el uso de la prueba cutdnea de la brucelosis

a) La prueba cutdnea de la brucelosis no se utilizard con fines de certificacién para el comercio intracomu-
nitario.

b) La prueba cutdnea de la brucelosis es una de las mds especificas para la deteccién de la presencia de
brucelosis en animales no vacunados; no obstante, el diagnéstico no deberd realizarse Ginicamente a partir
de reacciones intradérmicas positivas.

¢) Se considerardn infectados o sospechosos de estarlo los animales de la especie bovina que hayan dado un
resultado negativo en una de las pruebas seroldgicas definidas en el presente anexo y que reaccionen
positivamente a la prueba cutdnea de la brucelosis.

d) Los animales de la especie bovina que hayan dado un resultado positivo en una de las pruebas seroldgicas
definidas en el presente anexo podrdn someterse a una prueba cutdnea de la brucelosis para corroborar la
interpretacién de los resultados de las pruebas seroldgicas, especialmente cuando no pueda excluirse una
reaccion cruzada con anticuerpos de otras bacterias en el caso de los rebafos indemnes de brucelosis u
oficialmente indemnes de brucelosis.
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3.2.
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La prueba se realizard mediante un preparado alérgeno de la brucelosis normalizado y definido que no
contenga el antigeno lipopolisacdrido liso, dado que este dltimo puede provocar reacciones inflamatorias
inespecificas o interferir con pruebas seroldgicas posteriores.

Las condiciones de produccién de brucelina serdn conformes a lo dispuesto en la seccion C1 del capitulo
2.4.3 del Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres de la OIE, sexta
edicion, de 2008.

Procedimiento de la prueba

Se inyectard por via intradérmica un volumen de 0,1 ml de alérgeno de la brucelosis en el pliegue caudal, en
la piel de la ijada o en un lado del cuello.

La prueba se leerd una vez transcurridas entre 48 y 72 horas.

Antes de la inyeccion y en el momento de la lectura, se medird con un pie de rey el grosor de la piel en el
lugar de la inyeccion.

Interpretacién de los resultados
Las reacciones fuertes se reconocen facilmente por la inflamacién y la induracion locales.

Se considerard que la reaccion a la prueba cutdnea de la brucelosis es positiva si se produce un aumento del
grosor de la piel de entre 1,5 y 2 mm.

Enzimoinmunoanilisis de adsorciéon competitivo (ELISAc)
Condiciones para el uso del ELISAc

El ELISAc no se utilizard con fines de certificacion para el comercio intracomunitario.

Los animales de la especie bovina que hayan dado un resultado positivo en una de las pruebas seroldgicas
definidas en el presente anexo podrdn someterse a un ELISAc para corroborar la interpretacion de los
resultados de esa otra prueba seroldgica, especialmente cuando no pueda excluirse una reaccién cruzada
con anticuerpos de otras bacterias en el caso de los rebafios indemnes de brucelosis u oficialmente indemnes
de brucelosis o para eliminar las reacciones causadas por anticuerpos residuales producidos en respuesta a la
vacunacién con S19.

Procedimiento de la prueba

La prueba se efectuard segtin lo prescrito en la seccién B(2) del capitulo 2.4.3 del Manual de las Pruebas de
Diagndstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres de la OIE, sexta edicion, de 2008.».

2) En el anexo C de la Directiva 64/432/CEE, el punto 4.1 se sustituye por el texto siguiente:

«4.1.Tareas y responsabilidades

Los laboratorios nacionales de referencia designados de conformidad con el articulo 6 bis tendrdn las responsa-
bilidades siguientes:

3)

la aprobacion de los resultados de los estudios de validacion que demuestren la fiabilidad del método de
prueba utilizado en el Estado miembro;

la determinacion del nimero médximo de muestras que deben mezclarse en las baterfas de ELISA utilizadas;
la calibracion de los estandares de trabajo contemplados en el punto 2.1.6;

los controles de calidad de todos los lotes de antigenos y de baterfas de ELISA utilizados en el Estado
miembro;

la aplicacion de las recomendaciones del laboratorio comunitario de referencia para la brucelosis y la coope-
racién con él.



