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Réglement grand-ducal du 21 janvier 1993 relatif a des problémes de police sanitaire en matiére d’échanges
intracommunautaires d’animaux des espéces bovine et porcine.

Nous JEAN, par la grice de Dieu, Grand-Duc de Luxembourg, Duc de Nassau;

Vu la loi modifiée du 29 juillet 1912 concernant la police sanitaire du bétail et 'amélioration des chevaux, des bétes a
cornes et des porcs;

Vu la directive du Conseil no 64/432/CEE du 26 juin 1964 relative a des problémes de police sanitaire en matiére
d’échanges intracommunautaires d’animaux des espéces bovine et porcine, telle qu’elle a été modifiée par la suite et en
dernier lieu par la directive du Conseil 91/499/CEE du 26 juin 1991 concernant le diagnostic de la brucellose bovine et de
la leucose bovine enzootique;

Vu la directive du Conseil no 90/422/CEE du 26 juin 1990 modifiant la directive 64/432/CEE en ce qui concerne la
leucose bovine enzootique;

Vu la directive du Conseil no 90/423/CEE du 26 juin 1990, modifiant la directive 85/511/CEE établissant des mesures
communautaires de lutte contre la fievre aphteuse, la directive 64/432/CEE relative a des problemes de police sanitaire
en matiére d’échanges intracommunautaires d’animaux des especes bovine et porcine;

Vu I'avis de la Chambre d’Agriculture;
Vu I'avis du Collége Vétérinaire;
Vu Particle 27 de la loi du 8 février 1961 portant organisation du Conseil d’Etat et considérant qu’il y a urgence;

Sur le rapport de Notre Ministre de '’Agriculture, de la Viticulture et du Développement rural et de Notre Ministre de
la Justice et apreés délibération du Gouvernement en Conseil;

Arrétons:
Art. 1*. Le présent réglement concerne les échanges entre le Grand-Duché de Luxembourg et les autres Etats
membres des animaux d’élevage, de rente ou de boucherie des espéces bovine et porcine.
Art. 2. Au sens du présent réglement on entend par:

a) exploitation: I'établissement agricole ou 'étable de négociant officiellement contréiée dans lequel des animaux
d’élevage, de rente ou de boucherie sont détenus ou sont élevés de facon habituelle;

b) animal de boucherie: I'animal des espéces bovine et porcine destiné a étre conduit directement a I'abattoir ou sur
un marché;

c) animaux d’élevage ou de rente: les animaux des espéces bovine et porcine autres que ceux mentionnés a l'alinéa
b), notamment ceux destinés a I’élevage, a la production de lait, de viande ou au travail;

d) cheptel bovin officiellement indemne de tuberculose: le cheptel bovin qui satisfait aux conditions énumérées a
’annexe A point |;

e) cheptel bovin officiellement indemne de brucellose: le cheptel qui satisfait aux conditions énumérées a 'annexe A
point Il sous A sous 1 ou 1 bis;

f)  cheptel bovin indemne de brucellose: le cheptel bovin qui satisfait aux conditions énumérées a I'annexe A point Il
A?2;

g) animal de I'espece porcine indemne de brucellose: I'animal de I'espéce porcine qui satisfait aux conditions énumé-
rées a I'annexe A point 11 B 1;

h) cheptel porcin indemne de brucellose: le cheptel porcin qui satisfait aux conditions énumérées a I’'annexe A point
B 2;

j) zone indemne d'épizootie: une zone d’un diamétre de 20 km, dans laquelle selon des constatations officielles il
n'y a pas eu, depuis 30 jours au moins avant |'embarquement:

i) pour les animaux de I'espece bovine: aucun cas de fievre aphteuse,
ii) pour les animaux de I'espéce porcine: aucun cas de fiévre aphteuse, de maladie vésiculeuse du porc ou de
paralysie porcine contagieuse (maladie de Teschen);
k) maladies a déclaration obligatoire: les maladies énumérées a I'annexe E;

1) vétérinaire officiel: le vétérinaire désigné par I'autorité centrale compétente d'un Etat membre. Au Grand-Duché
de Luxembourg: le vétérinaire-inspecteur;

m) pays expéditeur: 'Etat membre a partir duquel des animaux des espéces bovine et porcine sont expédiés vers un
autre Etat membre;

n) pays destinataire: ’'Etat membre a destination duquel sont expédiés des animaux des espéces bovine et porcine
provenant d’un autre Etat membre;

o) région: partie du territoire d'un Etat membre dont |a superficie est d’au moins 2.000 kilomeétres carrés et qui est
soumise a un contréle des autorités compétentes et inclut au moins I'une des circonscriptions administratives
suivantes:
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- pour la Belgique: province/provincie,

- pour la République Fédérale d’Allemagne: Regierungsbezirk,

- pour le Danemark: Amt ou ile,

- pour la France: département,

- pour I'ltalie: provincia,

- pour le Luxembourg: I'ensemble du territoire,

- pour les Pays-Bas: keuring

- pour le Royaume-Uni:

- pour "Angleterre, e Pays de Galles et I'lrlande du Nord: county,
- pour I’Ecosse: district ou island area,

- pour I'lrlande: county,

- pour la Gréce: Nomos,

- pour 'Espagne: provincia,

- pour le Portugal continental: distrito, et pour le reste du territoire: regiao autonoma.

s) cheptel indemne de leucose bovine enzootique: le cheptel qui satisfait aux conditions énumérées a I'annexe G
chapitre ler rubrique A;

t) Etat membre ou région indemne de leucose bovine enzootique: une région ou un Etat membre satisfaisant aux
exigences fixées a I'annexe G chapitre ler rubrique B;

u) Ministre: le Ministre ayant dans ses attributions ’Administration des services vétérinaires;

v) Directeur: le Directeur de '’Administration des services vétérinaires.

Art. 3.

1. Seul peuvent faire l'objet d’une expédition vers un Etat membre de la CE les animaux des espéces bovine et
porcine, qui remplissent les conditions générales fixées au paragraphe 2, compte tenu le cas échéant des disposi-
tions du paragraphe 7, ainsi que les conditions spéciales fixées pour certaines catégories d’animaux des espéces
bovine et porcine aux paragraphes 3 a 6.

2. Les animaux des espéces bovine et porcine visés par le présent réglement doivent:

a) ne présenter, au jour d’embarquement, aucun signe clinique de maladie;

b) ne pas avoir été acquis dans une exploitation faisant I'objet d’une interdiction pour des motifs de police sani-
taire par suite de I’apparition des maladies suivantes auxquelles les animaux en cause sont réceptifs: fievre
aphteuse, maladie vésiculeuse du porc, peste porcine, paralysie contagieuse des porcs, brucellose bovine,
brucellose porcine, charbon bactéridien.

Pour autant que tous les animaux des espéces sensibles a la maladie n’ont pas été abattus et les locaux désin-
fectés, la durée de I'interdiction doit étre, a compter du dernier cas constaté, d'au moins trente jours dans le
cas de fievre aphteuse ou de maladie vésiculeuse du porc, d’au moins quarante jours dans le cas de paralysie
contagieuse des porcs, d’au moins six semaines dans le cas de brucellose bovine ou porcine et d’au moins
quinze jours dans le cas de charbon bactéridien.

Les animaux des espéces sensibles a la maladie constatée dans la zone de protection ne peuvent en sortir que
s'ils sont conduits & un abattoir sous contrdle officiel en vue de I'abattage immédiat;

¢) pourautant qu’il s’agit d’animaux d’élevage ou de rente, avoir été acquis dans une exploitation répondant offi-
ciellement aux conditions suivantes:

i) @étre située au centre d’une zone indemne d’épizootie,

ii) étre indemne depuis 3 mois au moins avant I'embarquement de fievre aphteuse et de brucellose bovine
pour les animaux de I'espéce bovine et pour les animaux de I'espéce porcine, de fiévre aphteuse, de
maladie vésiculeuse du porc, de brucellose bovine et de brucellose porcine et de paralysie contagieuse des
porcs (maladie de Teschen),

iii) étre indemne depuis au moins 30 jours avant ’'embarquement de toute autre maladie contagieuse pour
I’espéce animale considérée et soumise a déclaration obligatoire;

d) avoir séjourné dans 'exploitation visée a 'alinéa c) pendant les 30 derniers jours avant 'embarquement ou
depuis leur naissance en ce qui concerne les animaux d’élevage et de rente. Le vétérinaire officiel pourra
attester le séjour des animaux dans I'exploitation au cours des 30 derniers jours avant ’embarquement ou
depuis leur naissance lorsqu’il s’agit d’animaux identifiés dans les conditions visées a 'alinéa e) et placés sous
contrdle vétérinaire officiel permettant de certifier I'appartenance des animaux a I'exploitation;;

e) étre identifiés par une marque officielle ou agréée officiellement qui peut étre remplacée chez les animaux de
I’espéce porcine par une estampille durable permettant I'identification;

f) étre acheminés directement de I’exploitation au lieu précis d’'embarquement:

i) sans entrer en contact avec des animaux biongulés autres que des animaux des espéces bovine et porcine
répondant aux conditions prévues pour les échanges intracommunautaires;

ii} en les séparant, animaux d’élevage ou de rente d’une part, animaux de boucherie d’autre part;

iii) a I'aide de moyens de transport et de contention préalablement nettoyés et désinfectés avec un désinfec-
tant officiellement autorisé;
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g) étre embarqués, en vue de leur transport, conformément aux conditions de ’alinéa e) en un lieu précis situé
au centre d’une zone indemne d’épizootie; les véhicules de transport doivent étre aménagés de telle sorte
que les feces, la litiere ou le fourrage des animaux ne puissent pas couler ou tomber hors du véhicule pendant
le transport;

h) étre, aprés I'embarquement, acheminés directement et dans les délais les plus brefs vers le pays destinataire;

i) étre accompagnés au cours de leur transport vers le pays destinataire d’un certificat sanitaire, conforme a
I'annexe F (modéles | a IV), qui devra étre établi le jour de 'embarquement, au moins.dans la langue du pays
destinataire, et dont la durée de validité sera de 10 jours. Ce certificat doit comporter un seul feuillet.

Les bovins d’élevage ou de rente doivent en outre:

a) provenir d'un cheptel bovin officiellement indemne de tuberculose et notamment lorsqu’il s’agit d’animaux
agés de plus de 6 semaines avoir réagi négativement a une intradermotuberculination effectuée dans les trente
jours précédant I'embarquement et pratiquée conformément aux dispositions de I'annexe B.

b) provenir d’un cheptel bovin officiellement indemne de brucellose et notamment lorsqu’il s’agit d’animaux dgés
de plus de 12 mois, avoir présenté un titre brucellique inférieur a 30 unités internationales agglutinantes par
millilitre, lors d’une séro-agglutination effectuée dans les trente jours précédant 'embarquement et pratiquée
conformément aux dispositions de I'annexe C point A.

c) lorsqu’il s’agit de vaches laitiéres, ne pas présenter de signe clinique de mammite; en outre, I'analyse de leur
lait, pratiquée conformément aux dispositions de I'annexe D, ne doit avoir décelé ni indice d’un état inflam-
matoire caractérisé, ni germe spécifiquement pathogéne.

d) provenir d’un cheptel indemne de leucose bovine enzootique au sens de I'article 2 point s).

e) outre la condition prévue au point d), lorsqu’ils sont dgés de plus de douze mois et lorsqu’ils proviennent
d’une région ou d'un Etat membre n’ayant pas le statut d’indemne de leucose bovine enzootique, avoir
présenté un résultat négatif a un test individuel qui a été pratiqué conformément & I'annexe G chapitre 1I, dans
les trente jours précédant leur embarquement.

f) ne pas étre soumis aux exigences des points d) et e) s'il s’agit de bovins 4gés de moins de 30 mois, destinés a la
production de viande et s'ils

i) proviennent d'un cheptel dans lequel aucun cas de leucose bovine enzootique n’a été notifié et confirmé
au cours des deux derniéres années,

ii} sont identifiés par une marque particuliere lors de leur embarquement et restent sous contrdle jusqu'a
leur abattage, pour autant que I'Etat membre de destination prenne toutes les mesures pour éviter la
contamination des cheptels indigénes.

Les porcs d’élevage ou de rente doivent en outre provenir d’un cheptel porcin indemne de brucellose. Lorsqu’il
s’agit de porcs reproducteurs dgés plus de 4 mois, ils doivent avoir présenté, lors d’épreuves effectuées dans les
trente jours précédant 'embarquement:

i) un titre brucellique inférieur a 30 unités internationales agglutinantes par millilitre, lors d’une séroagglutina-
tion pratiquée conformément aux dispositions de I'annexe C point A;

ii) une réaction de fixation du complément négative, lors d’'un examen sérologique pratiqué conformément aux
dispositions de I'annexe C.

Les animaux de boucherie ne doivent en outre pas étre des animaux des espéces bovine ou porcine a éliminer
dans le cadre d’un programme d'éradication des maladies contagieuses.

Les bovins de boucherie, pour autant qu'ils soient agés de plus de 4 mois doivent en outre:

a) Lorsqu’ils ne proviennent pas d’un cheptel bovin officiellement indemne de tuberculose, avoir réagi négative-
ment a une intradermotuberculination effectuée dans les 30 jours précédant Pembarquement et pratiquée
conformément aux dispositions de 'annexe B;

b) Lorsqu’ils ne proviennent pas d’un cheptel bovin officiellement indemne de brucellose, ni d’'un cheptel bovin
indemne de brucellose, avoir présenté, lors d’une séroagglutination effectuée dans les 30 jours précédant
I’embarquement et pratiquée conformément aux dispositions de I'annexe C point B), un titre brucellique infé-
rieur a 30 unités internationales agglutinantes par millilitre.

Sont également admis pour les échanges intracommunautaires: les animaux d’élevage ou de rente ou les animaux
de boucherie acquis sur un marché officiellement agréé pour les échanges intracommunautaires. Ce marché doit
répondre aux conditions suivantes:

a) étre placé sous le contrdle d'un vétérinaire officiel;

b) étre situé au centre d’une zone indemne d’épizootie;

¢) ne servir aprés désinfection, soit qu’a des animaux d’élevage ou de rente, soit qu'a des animaux de boucherie,
répondant aux conditions des échanges intracommunautaires, telles qu’elles sont prévues aux paragraphes 2 a
6 et a l'article 4, pour autant que ces conditions soient applicables a I'espéce animale considérée. En particu-

lier ces animaux doivent avoir été acheminés vers le marché conformément aux dispositions du paragraphe 2
alinéa e).
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Toutefois, I'intradermotuberculination et la séroagglutination prescrites aux termes du paragraphe 3 sous a)
et b) ne doivent pas nécessairement avoir été effectuées avant l'introduction sur le marché. Avant d’étre
amenés de I'exploitation ou d’un marché, répondant aux dispositions du présent paragraphe, vers le lieu
d'embarquement, ces animaux peuvent conformément aux dispositions du paragraphe 2 alinéa f), étre
conduits dans un lieu de rassemblement officiellement contrélé si celui-ci satisfait aux conditions fixées pour
le marché.

Les animaux acquis sur de tels marchés doivent étre directement acheminés du marché ou du lieu de rassem-
blement au lieu précis d’embarquement conformément aux dispositions du paragraphe 2 alinéas f) et h) et
expédiés vers le pays destinataire.

La durée du rassemblement desdits animaux en dehors de I'exploitation d’origine, notamment sur le marché,
dans le lieu de rassemblement ou dans le lieu précis d’embarquement, doit étre imputée sur le délai de 30
jours prévu au paragraphe 2 alinéa c), sans que cette durée puisse excéder 6 jours.

8. Le Ministre désigne les marchés agréés d’animaux d’élevage ou de rente et les marchés agréés d’animaux de
boucherie prévus au paragraphe 7. Il communique ces agréments aux autorités centrales compétentes des autres
Etats membres et a la Commission.

9. Un réglement ministériel peut fixer les modalités selon lesquelles le contrdle officiel des marchés et des lieux de
rassemblement prévus au paragraphe 7 doit étre effectué.

10. Dans le cas prévu au paragraphe 7, des mentions correspondantes doivent étre portées sur les certificats sani-
taires, conformément a I'annexe F (modéles | a IV).

11.  Un réglement ministériel peut fixer les modalités selon lesquelles le contréle officiel des étables de marchands
doit étre effectué.

12.  Sil'exploitation ou la zone ou elle se trouve était frappée de mesures d’interdiction officielles prises a la suite de
I'apparition d’'une maladie contagieuse pour 'espéce animale considérée, les délais indiqués au paragraphe 2 alinéa
c) sub ii) et iii) et a I'article 2 alinéa i) prennent effet a partir de la date a laquelle ces mesures d'interdiction ont
été officiellement levées.

Art. 4.

1. Tous les animaux destinés aux échanges intracommunautaires doivent avoir séjourné sur le territoire de I'Etat
membre expéditeur avant le jour de 'embarquement:

a) depuis au moins 6 mois §'il s’agit d’animaux d’élevage ou de rente;
b) depuis au moins 3 mois s'il s’agit d’animaux de boucherie.

Lorsque ces animaux sont dgés respectivement de moins de 6 ou 3 mois, le séjour sur le territoire de I'Etat
membre expéditeur est imposé depuis la naissance.

2. Dans tous les cas prévus au paragraphe 1, des mentions correspondantes doivent étre portées sur les certificats
sanitaires, conformément a I'annexe F (modeles | a V)

Art. 5.

1. Les animaux de boucherie, qui ont été conduits, sitot arrivés au Grand-Duché de Luxembourg, soit directement,
soit a travers un marché ou un centre de rassemblement agréé, dans un abattoir, doivent y étre abattus dans les
délais les plus brefs, conformément aux exigences de police sanitaire.

2. Les animaux de boucherie qui ont été conduits, sitdt arrivés au Grand-Duché de Luxembourg, sur un marché
attenant a un abattoir dont la réglementation ne permet la sortie des animaux présents que vers un autre abat-
toir, doivent étre abattus dans cet abattoir cing jours au plus tard apres leur entrée dans le marché.

Le directeur peut, pour des raisons de police sanitaire, désigner |'abattoir vers lequel ces animaux doivent étre
acheminés.

Art. 6. Les régles prévues par la directive 90/425/CEE du Conseil, du 26 juin 1990, relative aux contréles vétérinaires
et zootechniques applicables dans les échanges intracommunautaires de certains animaux vivants et de leurs produits,
sont applicables notamment en ce qui concerne les contréles a l'origine, I'organisation et les suites & donner aux
contréles a effectuer par le pays destinataire et les mesures de sauvegarde a mettre en oeuvre.

Art. 7. Les annexes du présent réglement en font partie intégrante et peuvent étre modifiées par réglement ministé-
riel.

Art. 8. Les décisions prises par les instances communautaires selon la procédure du Comité Vétérinaire Permanent
sont directement applicables au Grand-Duché de Luxembourg.

Art. 9. Les infractions aux dispositions du présent réglement sont punies d’'un emprisonnement de huit jours a trois
mois, et d’'une amende de deux mille cing cent un 2 vingt mille francs, ou d’'une de ces peines seulement. Les dispositions
légales sur les circonstances atténuantes sont applicables a ces infractions.

Art. 10. Les articles 10 a 20 ainsi que les annexes |, 1I, I}, IV, V, VI et Vil du réglement grand-ducal du 3 décembre
1986 fixant les conditions sanitaires spéciales d’importation, de transit et d’exportation des animaux et des produits
d’animaux sont abrogés.
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Art. 11. Notre Ministre de I'Agriculture, de la Viticulture et du Développement rural et Notre Ministre de la Justice
sont chargés de I'’exécution du présent réglement qui sera publié au Mémorial.

Le Ministre de I'Agriculture, Chiteau de Berg, le 21 janvier 1993.
de la Viticulture Jean
et du Développement rural,
Marie-josée Jacobs
Le Ministre de la Justice,
Marc Fischbach

Dir. 90/422 et 90/423/CEE.

ANNEXE

I. Cheptel bovin indemne de tuberculose

Est considéré comme officiellement indemne de tuberculose, un cheptel bovin dans lequel:

2)
b)

tous les bovins sont exempts de manifestations cliniques de tuberculose;

tous les bovins de plus de six semaines ont réagi négativement a au moins deux intradermotuberculinations offi-
cielles pratiquées selon les dispositions de I'annexe B, la premiére se situant six mois aprés la fin des opérations
d’assainissement du cheptel, la deuxiéme six mois aprés la premiére, et les suivantes a intervalle d’un an. Lorsque
la totalité des cheptels bovins est soumise aux opérations officielles de lutte contre la tuberculose, le pourcen-
tage des cheptels bovins infectés de tuberculose n’est pas supérieur a 1 au cours de deux périodes de contrdle se
succédant a-un an d’intervalle, cet intervalle peut étre porté a deux ans. Si le pourcentage des cheptels bovins
infectés n’est pas supérieur a 0,2 au cours de deux périodes de contréle se succédant a deux ans d’intervalle, cet
intervalle peut étre porté a trois ans. Lorsque le pourcentage des cheptels bovins infectés n'est pas supérieur a
0,1 al'occasion de deux périodes de contréles se succédant a trois ans d’intervalle, I'intervalle entre les tuberculi-
nations ultérieures peut étre porté a quatre ans et/ou |'dge auquel les animaux devront étre soumis a ces
contrdles peut étre porté a vingt-quatre mois;

aucun bovin n’a été introduit sans qu’une attestation d’un vétérinaire officiel ne certifie que cet animal provient
d’un cheptel bovin officiellement indemne de tuberculose et, s'il est 4gé de plus de six semaines, a donné a l'intra-
dermotuberculination une réaction négative appréciée selon les criteres définis a I'annexe B 32 a).

i) Toutefois, I'intradermotuberculination n'est pas requise lorsque le pourcentage des cheptels bovins infectés
de tuberculose est inférieur a 0,2 et s'il résulte d’une attestation du vétérinaire officiel que I'animal:

1) est diiment identifié;
2) provient d’un cheptel bovin officiellement indemne de tuberculose;

3) n’est pas entré en contact, a 'occasion du transport, avec des bovins ne provenant pas de cheptels bovins
officiellement indemnes de tuberculose.

ii) L'attestation prévue sous i} peut ne pas étre exigée lorsque, depuis quatre ans au minimum:
- 99,80 % au moins des cheptels bovins sont reconnus officiellement indemnes de tuberculose et ol

- les cheptels qui ne sont pas officiellement indemnes se trouvent sous contrdle officiel, le transfert des
bovins hors de ces cheptels étant interdit, sauf s'ils sont conduits sous contréle officiel a 'abattage.

Si, dans un troupeau de bovins officiellement indemne de tuberculose, un animal est considéré avoir réagi positive-
ment a une tuberculination de routine ou si dans ce troupeau un cas clinique de tuberculose a été diagnostiqué lors de
I'inspection post-mortem de routine sur un animal venant d’un troupeau officiellement indemne de tuberculose, le statut
de troupeau officiellement indemne doit étre suspendu jusqu’a ce que tous les animaux restants, dgés de plus de six
semaines, aient réagi négativement 4 au moins deux intradermotuberculinations officielles conformément a I'annexe B, la
premiére ayant lieu deux mois au moins apres I'élimination de I'animal en question du troupeau et la seconde au moins
quarante-deux jours apres la premiére.

Il. Animaux de I’espéce porcine et cheptels bovin et porcin indemnes de brucellose
A. Cheptel bovin

Est considéré comme officiellement indemne de brucellose un cheptel bovin dans lequel:

a) ne se trouvent pas d’animaux de I'espéce bovine vaccinés contre la brucellose, 2 moins qu’il ne s’agisse de
femelles ayant été vaccinées depuis au moins trois ans;

b) tous les bovins sont exempts de manifestations cliniques de brucellose depuis six mois au moins;

c) tous les bovins agés de plus de douze mois:

i) ont présenté, a I'occasion de deux séro-agglutinations pratiquées officiellement a des intervalles de trois
mois au moins et de douze mois au plus et selon les dispositions de I'annexe C point A, un titre brucellique
inférieur a 30 unités internationales agglutinantes par millilitre, étant entendu que:

- la premieére séro-agglutination peut étre remplacée par trois épreuves de 'anneau (ring-test) effec-
tuées a intervalle de trois mois, a la condition toutefois que la seconde séro-agglutination soit effec-
tuée six semaines au moins aprés la troisieme épreuve de I'anneau;
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les épreuves de séro-agglutination visées au paragraphe 1 peuvent étre remplacées par deux épreuves
a I'antigene brucellique tamponné pratiquées officiellement ou par deux épreuves de micro-agglutina-
tion pratiquées conformément a I'annexe C points D et G. Ces épreuves sont effectuées a intervalle
de trois mois au moins et de douze mois au plus;

ii} sont contrélés annuellement pour déterminer I'absence de brucellose par trois épreuves de I'anneau ou
trois épreuves ELISA sur le lait, effectuées a des intervalles d’au moins trois mois, ou deux épreuves de
Panneau ou deux épreuves ELISA sur le lait, effectuées a des intervalles d’au moins trois mois, et une
épreuve sérologique (épreuve de séroagglutination, épreuve a I'antigéne brucellique tamponné, épreuve
de plasmo-agglutination, épreuve de anneau de lait sur plasma sanguin, épreuve de micro-agglutination
ou épreuve ELISA individuelle sur le sang), pratiquée six semaines au moins aprés la deuxiéme épreuve de
I'anneau ou la deuxiéme épreuve ELISA sur le lait. Lorsque les épreuves de I'anneau ou épreuves ELISA sur
le lait ne sont pas pratiquées, deux épreuves sérologiques (épreuve de séro-agglutination, épreuve a I'anti-
gene brucellique tamponné, épreuve de plasmoagglutination, épreuve de P'anneau de lait sur plasma
sanguin, épreuve de micro-agglutination ou épreuve ELISA individuelle sur le sang) sont effectuées chaque
année a des intervalles de trois mois au moins ou de six mois au plus.

Lorsque la totalité des cheptels bovins est soumise aux opérations officielles de lutte contre la brucellose
et que le pourcentage des cheptels bovins infectés n'est pas supérieur & un, il suffit de procéder annuelle-
ment a deux épreuves de 'anneau ou deux épreuves ELISA sur le lait, 3 des intervalles d’au moins trois
mois, ou a une épreuve sérologique (épreuve de séro-agglutination ou épreuve a I'antigéne brucellique
tamponné, épreuve de plasmoagglutination, épreuve de I'anneau de lait sur plasma sanguin, épreuve de
micro-agglutination ou épreuve ELISA sur le sang).

En cas de contrdle de citernes, le nombre des épreuves de I'anneau visées aux alinéas précédents est a
doubler, les intervalies étant réduits de moitié.

iii) Il peut étre renoncé aux exigences concernant le contréle annuel de I'absence de brucellose prévu sous ii)
lorsqu’au moins 99,8 % du cheptel bovin sont reconnus officiellement indemnes de brucellose depuis
quatre ans au minimum; dans ce cas, I'intervalle entre les contrdles peut étre porté a deux ans et les
contréles doivent étre effectués a I'aide de I'une des épreuves sérologiques citées sous ii).

d) Aucun bovin n’a été introduit sans qu’une attestation d’'un vétérinaire officiel ne certifie que cet animal
provient d'un cheptel bovin officiellement indemne de brucellose, et, s’il est dgé de plus de douze mois, qu'il a
présenté un titre brucellique inférieur a 30 unités internationales agglutinantes par millilitre, lors d’une séro-
agglutination pratiquée selon les dispositions de I'annexe C, dans les trente jours avant 'introduction dans le
cheptel.

i) Toutefois, la séro-agglutination ne peut pas étre exigée lorsque le pourcentage des cheptels bovins
infectés de brucellose n’est pas, depuis deux ans au moins, supérieur a 0,2 et s'il résulte d’une attestation
d’un vétérinaire officiel que I'animal:

1. est diment identifig¢,

2. provient d'un cheptel bovin officiellement indemne de brucellose,

3. n’est pas entré en contact, a l'occasion de son transport, avec des bovins ne provenant pas de cheptels
bovins officiellement indemnes.

ii) L'attestation prévue sous i) peut ne pas étre exigée lorsque, depuis quatre ans au minimum:

- 99,80 % au moins des cheptels bovins sont reconnus officiellement indemnes de brucellose; et que
- les cheptels qui ne sont pas officiellement indemnes se trouvent sous contrdle officiel, le transfert des
bovins hors de ces cheptels étant interdit, sauf s'ils sont conduits sous contrdle officiel a I'abattage.

Est également considéré comme officiellement indemne de brucellose, un cheptel bovin:

- se trouvant dans un Etat membre ou, a la date du 1° janvier 1979, aucun cas de brucellose bovine n’a été offi-
ciellement constaté depuis au moins dix ans;

- ayant satisfait pendant cette période aux dispositions du paragraphe 1 a I'exception, si tous les cheptels
bovins de I'Etat membre concerné ont été soumis pendant la méme période a des tests de contrdle périodi-
ques officiels, a celles visées au point ¢) sous ii).

1. Un cheptel bovin est considéré comme indemne de brucellose si :

a) il ne comporte pas de bovins méles ayant été vaccinés contre la brucellose;

b) toutes les femelles de 'espéce bovine, ou une partie d’entre elles, ont été vaccinées:

- 24 I'age de 6 mois au plus, a 'aide du vaccin vivant Buck 19 ou d’autres vaccins agréés par les instances
communautaires;

- al'age de 15 mois au plus, a I'aide du vaccin tué adjuvé 45/20 contrélé et reconnu officiellement.

c) Tous les bovins satisfont aux conditions indiquées au point 1 sous b) et c), étant entendu que les bovins dgés
de moins de trente mois qui ont été vaccinés a l'aide du vaccin vivant Buck 19 peuvent présenter un titre
brucellique égal ou supérieur a 30 unités internationales agglutinantes par millilitre mais inférieur a 80 unités
internationales agglutinantes par millilitre, pour autant qu'ils présentent, lors de la réaction de fixation du
complément
- un titre inférieur a 30 unités CEE, s'il s'agit de femelles vaccinées depuis moins de douze mois,

- un titre inférieur 2 20 unités CEE dans tous les autres cas.

Les épreuves de séro-agglutination visées au paragraphe 1 point c) sous i) premier tiret peuvent étre rempla-

cées par des épreuves a I'antigéne brucellique tamponné effectuées conformément a I'annexe C point D ou

par des épreuves de micro-agglutination effectuées conformément a I'annexe C point G.
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d) Aucun animal de I'espéce bovine n’a été introduit sans une attestation d’un vétérinaire officiel certifiant ou
qu’il se trouve dans les conditions prévues au point 1 sous d), ou qu'il provient d’un cheptel bovin reconnu
indemne de brucellose, et, dans ce cas, s'il est 4gé de plus de douze mois, qu'il a présenté dans les trente jours
avant l'introduction dans le cheptel selon les dispositions de I'annexe C, un titre brucellique inférieur 2 30
unités internationales agglutinantes par millilitre et une réaction de fixation du complément négative.

Toutefois, s'il s’agit d'un bovin vacciné a I'aide du vaccin vivant Buck 19 et 4gé de moins de trente mois, il peut
présenter un titre brucellique égal ou supérieur a 30 unités internationales agglutinantes par millilitre, mais
inférieur a 80 unités internationales agglutinantes par millilitre, pour autant qu'il présente, lors de la réaction
de fixation du complément:

- un titre inférieur a 30 unités CEE, s'il s’agit d’une femelle vaccinée depuis moins de douze mois;
- un titre inférieur a 20 unités CEE, apreés le douziéme mois suivant la vaccination.
Un cheptel bovin indemne de brucellose peut acquérir |a qualification de cheptel bovin officiellement indemne de
brucellose apres un délai minimum de trois ans, si:
a) il ne s’y trouve aucun animal vacciné contre la brucellose depuis moins de trois ans;
b) les conditions prévues au point 2 sous c) ont été respectées sans interruption pendant ces trois années;

¢) al'issue de la troisieme année, les animaux de plus de douze mois ont présenté un titre brucellique inférieur a
30 unités internationales agglutinantes par millilitre lors d’une séro-agglutination et un résultat négatif lors de
la réaction de fixation de complément, ces épreuves étant pratiquées selon les dispositions de I'annexe C.

Dans un cheptel bovin reconnu officiellement indemne de brucellose peuvent étre introduits également des
bovins provenant d’un cheptel bovin indemne de brucellose, si:

- au moment de leur introduction, ils sont dgés d’au moins dix-huit mois;

- au cas ol ils ont été vaccinés contre la brucellose, cette vaccination a été effectuée depuis plus d’un an;

- dans les trente jours avant leur introduction, ils ont présenté, conformément aux dispositions de I'annexe C,
un titre brucellique inférieur a 30 unités internationales agglutinantes par millilitre, ainsi qu'un résultat négatif
lors de la réaction de fixation du complément.

Si, conformément au premier alinéa, un bovin est introduit dans un cheptel bovin reconnu officiellement
indemne de brucellose, pour les échanges intracommunautaires, ce dernier est considéré comme indemne de
brucellose pendant deux ans a partir de la date d’introduction de 'animal.

Si dans un cheptel officiellement indemne de brucellose, on a constaté une suspicion de brucellose chez un ou
plusieurs bovins, au lieu du retrait de la qualification de ce cheptel, celle-ci peut provisoirement étre suspendue, si
I’animal ou les animaux sont immédiatement éliminés ou isolés.

La suspicion provisoire peut étre levée si deux séroagglutinations effectuées, selon les dispositions de I'annexe C,
a intervalle de six a huit semaines, chez tous les animaux dgés de plus de douze mois, donnent un titre inférieur a
30 unités internationales agglutinantes par millilitre.

Les animaux isolés peuvent étre réintroduits dans le cheptel si, dans l'intervalle de six a huit semaines, deux
séroagglutinations ont donné un titre inférieur a 30 unités internationales agglutinantes par millilitre et deux fixa-
tions du complément ont donné un résultat négatif, ces épreuves étant pratiquées selon les dispositions de
I'annexe C.

Les dispositions prévues ci-dessus sont également applicables aux cheptels indemnes de brucellose lorsqu’une
suspicion de la maladie a été constatée chez un ou plusieurs bovins dgés de plus de trente mois.

Les dispositions prévues ci-dessus pour les animaux appartenant a un cheptel indemne de brucellose sont égale-
ment applicables aux animaux qui, avant la date de la mise en application des dispositions du présent réglement,
ont été vaccinés entre cing et huit mois d’age.

B. Porcs et cheptel porcin

Est considéré comme indemne de brucellose un porc qui:
a) ne présente pas de manifestations cliniques de la maladie;

b) s'il pése plus de 25 kilogrammes, présente, lors d’épreuves sérologiques effectuées simultanément et selon les
dispositions de 'annexe C:

i) un titre brucellique inférieur a 30 Ul agglutinantes par millilitre, lors d’'une séro-aggiutination;
ii) un résultat négatif lors de la réaction de fixation du complément.

Est considéré comme indemne de brucellose un cheptel porcin dans lequel:
a) tous les porcs sont exempts de manifestations cliniques de la maladie depuis un an au moins;

b) les bovins se trouvant en méme temps dans 'exploitation appartiennent a un cheptel officiellement indemne
ou a un cheptel indemne de brucellose.

Les tests prévus aux points 1 2 6 ne sont pas requis pour les animaux males castrés avant I'dge de quatre mois.
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ANNEXE B

Normes en matiére de fabrication et d’utilisation des tuberculines aviaires et bovines

- Les tuberculinations contrélées officillement doivent étre effectuées au moyen de tuberculines PPD ou
HSCM.

. Les normes de fabricaton appliquées pour le contréle des tuberculines bovines PPD et HCSM dolvent
étre éuablles en unités communautalres de tuberculine (UCT), sur la base d'essals blologiques effectués
avec fa tuberculine standard communautaire appropriée.

. Pour le conudle des tuberculines aviaires, les normes de fabrication dolvent étre établies en unitds
Internadionales aprés essal biologique par rapport i la norme CEE pour la tuberculine PPD avialre.

4. La norme CEE de la tuberculine PPD bovine est celle du Centraal Diergeneeskundlg Institut, afdeling
Rotterdam, Pays-Bas.
5. La norme CEE de {3 tuberculine HCSM bavine est celle de P'Institut Pasteur de Parls, France.

o

. La norme CEE de la tuberculine aviaire est celle du Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey,
Angleterre.

7. Les tuberculines bovines dolvent &tre préparées avec une des souches de Mycobacterium bovis cl-aprés:

10.

11.

12

13.

a) ANS;
b) Vallee.
Les tuberculines aviaires doivent &tre préparées avec I'une des souches de Mycobacterium avium Indiquées
ci-aprés:
a) D4ER;
b) TB 56.
. Le pH des tuberculines doit se situer entre 6,5 et 7,5.
Il doit avoir été établi, a la satisfaction de I'lnstitut d’Etat responsable du contréle officiel de la tuberculine,
que les agents conservateurs spécifiquement antimicrobiens ou autres substances qui peuvent avolr été
ajoutés i la tuberculine n’altérent ni 'innocuité ni Pefiicacité du produit.
Les concentrations maximales autorisées sont les suivantes pour le phénol et le glycérol:
a) phénol: 0,5% M/v;
b) glycérol: 10% vi/v.
A condition d’avoir été conservées i I'abri de la lumiére, 2 une température comprise entre 2 et 8° C, les
tuberculines peuvent étre utilisées jusqu'a la fin des périodes suivantes aprés que le dernier test d’activité a
été jugé satisfaisant:
a) tuberculines liquides PPD: deux ans,
tuberculines liophilisées PPD: huit ans;
b) tuberculines HCSM diluées: deux ans.
Les instituts d’Etat désignés ci-aprés sont chargés du contréle officiel des wberculines dans leur pays
respectif:

a) République fédérale d’Allemagne: Paul-Ehrlich Institut, Francfort-sur-le-Main;

b) Belgique: Institut d’hygiéne et de I'épidémiologie, rue ). Wytsman 14, 1050
Bruxelles;

¢) France: Laboratoire national des médicaments vétérinaires, Fougeres;

d) Grand-duché de Luxembourg: Thstitue du pays fournisseur;

e} lalie: Istituto supériore di saniti, Rome;

f) Pays-Bas: Centraal Diergeneeskundig Instituut, afdeling Rotterdam;

g) Danemark: Statens Veterinaere Serumlaboratorium, Copenhague V;

h) Irlande: institut du pays fournisseur

i) Royaume-Uni: The Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey;

j) Gréce: Ktiniatrikon Institouton Limodon Ke Parasitikon Nosimaton lepa
Odos, 75 Athénes, 301;

k) Espagne: Laboratorio de Sanidad y Produccion Animal de Granada;

) Portugal; Laboratério Nacional de Investigagio Veterinaria - Lisboa.

Le contréle officiel doit étre effectué sur chacun des lots de tuberculines mises en flacons et prétes a
I'emploi.

14. Le conurdle de tuberculines doit étre effectué par des méthodes biologiques ainst que par des méthodes

15.

16

chimiques.

Les uberculines doivent &tre stériles. Les tests de stérilité doivent étre effectués selon les prescriptions de
la pharmacopée européenne.

Un contrdle visant 4 écablir I"absence de toxicité ou de propriétés irritantes doit étre effectué selon les
prescriptions de la pharmacopée européenne.
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Les tuberculines doivent étre soumises 3 une analyse chimique permettant de déterminer la concentration
de glycérol et/ou de phénol ainsi que la concentration de tout autre agent conservateur qui aurait pu étre
ajouté.

Une épreuve de non sensibilisation 4 la wberculine doit &ure effectuée selon les spécifications de la
pharmacopee européenne.

L'activité des tuberculines doit étre appréciée par des méthodes biologiques. Ces méthodes doivent étre
utilisées pour les tuberculines HCSM et PPD; elles. sont fondées ‘sur une comparaison entre les
tuberculines standard et les tuberculines 3 tester.

La teneur en protéine de fa tuberculine PPD doit étre appréciée par ia méthode de Kleldahl. Le facteur de
conversion de I'azote en wberculo-protéine est de 6,25.

La tuberculine bovine HCSM de norme CEE a une activieé de 65.000 unités communautaires provisoires
par mi et est présentée en ampoules de 5 ml.

La tuberculine bovine PPD de norme CEE a une activité de 50.000 unités communautaires de tuberculine
(UCT) par mg de PPD et est présentée i I'état lyophilisé, en ampoules contenant 1,8 mg de PPD,
c’est-3-dire que 0,00002 mg de PPD a une activité égale a une activité égale 3 une unité communautaire de
tuberculine.
La tuberculine aviaire PPD de norme CEE a une activité de 50.000 unités internationales (Ul) par mg de
matiére séche du dérivé protéique purifié et est présentée i I'étac lyophilisé en ampoules contenant 10 mg
de PPD plus de 26,3 mg de sels, c’est-i~dire que 0,0000726 mg de standard a une activité égale 3 une
unité internationale.
Les tuberculines soumises par les fabricants au contréle des Instituts d’Etat cités au point 12 doivent
d'abord subir un contréle de V'activité comportant un essai biologique, effectué par rapport aux standards
appropriés indiqués aux points 2 et 3.
a) Contrdle d'activité sur les cobayes
On doit faire usage de cobayes albinos dont le poids doit &re compris entre 400 et 600 g. Ces
cobayes doivent étre en bonne santé au moment de I'Injection de la tuberculine. Le nombre de
cobayes a utiliser pour chaque essai ne doit pas &tre inférieur 3 huit. L'essai ne devrait pas &tre réalisé
moins d'un mois aprés la sensibilisation.
aa) Pour tester les tuberculines bovines, les cobayes seront sensibilisés selon I'une des méthodes
suivantes:
1. Injection de Mycobacterium bovis de souche AN 5, tués par la chaleur, dans un adjuvant huileux;
2. injection de Mycobacterium bovis de souche AN 5, vivants, dans une émulsion saline physiologique;
3. injection de vaccin BCG.

bb) Pour tester les tuberculines aviaires, la sensibilisation des cobayes doit se faire par une injection de
2 mg de bacilles tuberculeux tués par la chaleur, de type aviaire, en suspension dans environ 0,5
mi de paraffine liquide stérile ou par I'injection de baciles tuberculeux vivants de type aviaire en
émulsion saline physiologique. A cet effet, il y a lieu d'utiliser une souche de type aviaire D 4.

cc) Chaque tuberculine 4 contréler doit 8tre testée par rapport 4 la tuberculine standard appropriée 4
l'aide d’une injection intradermique, sur des groupes de cobayes convenablement sensibilisés.
Les flancs des cobayes doivent avoir été rasés. L'essai doit étre basé sur une comparaison entre les
réactions provoquées par une série d'injections intracutanées de doses de 0,2 ml au plus de
dilutions de tuberculine standard en soluton saline isotonique tamponnée contenant 0,0005%
de Tween 80 et par une série correspondante d'injections de la tuberculine 3 tester. Les dilutions
se feront selon les séries géométriques et seront injectées aux cobayes selon un carré latin
aléatoire (quatre cases sur chaque c8té d'un essai en huit points). Les diamétres des réactions dans
chaque case doivent étre mesurés et notés aprés 24 i 28 heures.
Pour chaque échantillon de tuberculine 2 tester, il y a lieu de faire une estimadon de son activité
relative selon la norme appropriée et de ses limites de fiabilité 4 Paide de méthodes statistiques, en
utllisant les diamétres des réactions et des logarythmes des doses comme métamétres. La
tuberculine a tester est acceptable si son activité estimée garantit par doses bovines 2.000 unités
communautaires de tuberculine (+25%) dans les bovins. L'activité de chaque tuberculine doit
étre exprimée, selon le cas, en unités communautaires de tuberculine ou en unités internationales
par ml

b) Contréle d’activité sur les bovins

Un contréle périodique de Iactivité des tuberculines bovines peut étre effectué sur des animaux

atteints de tuberculose, naturellement ou artificiellement. Ces contrdles de I'activité sur les groupes de

bovins tuberculeux doivent comporter une Injection intradermique (enquatre ou six points) de la

tuberculine i tester; ils se feront par rapport au standard adéquat et 'activité de la tuberculine sera

estimée par des méthodes statistiques comme dans I'essal sur les cobayes.

L’étiquetage des récipients et des emballages de tuberculine doit répondre aux conditions suivantes.
LU'étiquette du récipient et |'étiquette de I'emballage doivent indiquer:

- le nom de la préparation,

~ pour les préparations liquides, le volume total du récipient,

- le nombre d'unités communautaires ou d'unités internationales par ml ou par mg,

- le nom du fabricant,
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- le numéro de lot,

~ la nature et la quantité du liquide de reconstitution pour les préparations lyophilisées.
L'étiquette du récipient ou I'étiquette de I'emballage doit indiquer:

la date de péremption,

les conditions de conservations,

la dénomination et, si possible, la proportion de toute substance ajoutée,

le type de bacile utilisé pour la préparation de la tuberculine.

Des laboratoires communautaires désignés conformément i l'article 3 seront chargés de I'examen
complémentaire des tuberculines utilisées normalement sur le terrain dans les Etats membres pour
garantir que l'activité de chacune de ces tuberculines est appropriée, compte tenu de la tuberculine
standard communautaire adéquate. Ces analyses doivent étre effctuées sur des bovins tuberculeux, sur
des cobayes convenablement sensibilisés et par des essais chimiques appropriés.

Sont considérées comme intradermo-tuberculinations officielles:

a) lintradermo-tuberculination simple: cette tuberculination comporte une seule injection de tuberculine
bovine;

b) lintradermo-tuberculinaion de comparaison: cette tuberculination comporte une seule injection de
tuberculine bovine et une seule injection de tuberculine aviaire, administrées simultanément.

La dose de tuberculine injectée sera:

1. 2.000 UCT au minimum de tuberculine bovine;

2. 2.000 Ul au minimum de tuberculine aviaire.

Le volume de chaque injection ne dépassera pas 0,2 ml.

Les tuberculinations doivent étre effectuées par injection de la ou des tuberculines dans la peau du cou.
Les points d'injections seront situés A la limite du tlers antérieur et du ters médian du cou. Si P’on injecte
au méme animal 3 la fois de la tuberculine aviaire et de la tuberculine bovine, le point d'injection de
tuberculine aviaire doit étre situé i quelque 10 cm. de la créte du cou et le point d'Injection de tuberculine
bovine doit se situer 4 12,5 ¢cm au-dessous d’une ligne plus au moins paraliéle 4 la ligne de I'épaule ou en
différents points du cou; chez les jeunes animaux ol il n’est pas possible de séparer suffisamment les lieux
d'Injection sur un cté du cou, une injection sera faire de chaque coté du cou 2 des endroits identiques au
centre du tiers médian du cou.

La technique de la tuberculination et I'interprétation des réactions seront les sutvantes:

a) Technique

Les zones d'injection seront rasées et nettoyées. Un pli de la peau dans chaque zone rasée sera pris

entre 'index et le pouce et mesuré i 'aide d’un compas et noté. Une petite aiguille stérile, avec le bord

biseauté i I'extérieur, reliée 3 une seringue graduée contenant de la tuberculine, sera introduite

obliquement dans les couches les plus profondes de la peau. La dose de tuberculine sera ensuite

injectée. L'injection bien faite donnera, i la palpation, un iéger renflement de la grosseur d’un petit pois

i chaque point dinjection. L’épaisseur du plis de la peau sur chaque point d'injection sera remesurée

72 heures apreés l'injection et notée.

b} Interprétation des réactions

Linterprération des réactions se fondera sur I'observation clinique et sur I'accroissement ou les

accroissements notés dans I'épaisseur du plis de la peau aux points d'injection, 72 heures aprés

Pinjection de la ou des tuberculines.

ba) Réaction négative: si 'on n’cbserve qu'un gonflement limité, avec un accroissement maximal de
2 mm de I'épaisseur du pli de la peau, sans signes cliniques tels que oedémes diffus ou étendu,
exsudation, nécrose, douleur ou réaction inflammatoire des lymphatiques de la région ou des
ganglions.

bb) Réaction douteuse: si f'on n'observe aucun des signes cliniques indiqués sous ba), mais que
Paugmentation d’épaisseur du pli de la peau soit supérieure 3 2 mm et inférieure 3 4 mm.

bc) Réaction positive: si 'on observe les signes cliniques indiqués sous ba) ou yne augmentation
d'épaisseur du pli de la peau de 4 mm ou plus & I'endroit de l'injection.

32. Linterprétation des intradermo-tuberculinations officielles est la suivante:

3) Intradermo-tuberculination simple
Posidve: réaction telle qu’eile est définie au point 31 sous bc).
Douteuse: réaction comme celle qui est définie au point 31 sous bb).
Négative: réaction telle qu'elle est définie au point 31 sous ba).
Les animaux chez qui I'intradermo-tuberculination simple @ donné des résultats douteux seront
soumis 3 une autre tuberculination aprés un délai minimal de 42 jours.
Les animaux chez qui cette seconde tuberculination ne donne pas de résultats négatifs doivent éure
considérés comme ayant réagi positivement a la tuberculination.
Les animaux positifs a I'intradermo-tuberculination intradermique simple peuvent étre soumis i une
intradermo-tuberculination de comparaison.

b) Intradermo-tuberculination de comparaison pour la détermination et le maintien de la qualification de

troupeau officiellement indemne de tuberculose.
Positive: réaction bovine supérieure de plus de 4 mm 3 la réaction aviaire ou présence de signes

cliniques.
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Douteuse: réaction bovine positive ou douteuse et supérieure de 1 3 4 mm i la réaction aviaire et
absence de signes cliniques.
Négative: réaction bovine négative ou réaction bovine positive ou douteuse mais égale ou inférieure &
une réaction aviaire positive ou douteuse et absence de signes cliniques dans les deux cas.
Les animaux chez qui I'intradermo-tuberculination de comparaison a donné des résultats douteux
doivent étre soumis a une autre tuberculination aprés un délai minimal de 42 jours. Les animaux chez
qui cette seconde tuberculination ne donne pas de résultats négatifs seront considérés comme ayant
réagi positivement 3 la tuberculination.

¢} laqualification de troupeau officiellement indemne de tuberculose peut étre suspendue jusqu'a ce que
le statut des animaux suivants ait été régié:
1. animaux qui ont été considérés comme ayant eu une réaction douteuse i ['intradermo-
tuberculination simple;
2. animaux qui ont été considérés comme ayant réagl positvement & I'intradermo-tuberculination
simple, mais qul doivent &tre testés & nouveau par Intradermo-tuberculination de comparaison;
3. animaux qui ont été considérés comme ayant eu une réaction douteuse i lintradermo-
tuberculination de comparaison.

33. Les animaux destinés au commerce intracommunautaire seront soumis 4 une intradermo-tuberculination
simple dans les trente jours avant tout mouvement. Les animaux sur lesquels on observe une
augmentation du pli de la peau de plus de 2 mm ou des signes cliniques ne peuvent étre admis dans les
échanges intracommunautaires.

Les animaux provenant des cheptels visés au point 32 sous ¢) sont exclus des échanges
Intracommunautaires jusqu'a ce que I'état sanitaire des apimaux qui y sont visés ait été éclairci.

ANNEXE C

Brucellose

A. Séro-agglutination
1. Le sérum agglutinant standard doit étre conforme au sérum étalon préparé par le Veterinary Laboratory,
Weybridge, Surrey, Angleterre.
L'ampoule doit contenir 1.000 unités internationales (Ul) agglutinantes provenant de la lyophilisation de 1
millilitre de sérum bovin.
2. La fourniture du sérum standard doit &tre assurée par le Bundesgesundheitsamt, 3 Berlin.

3. Le taux des agglutines brucelliques d’un sérum doic étre exprimé en unités internationales par miililitre
(par exemple: sérum X = 80 unités internationales par millilitre).

4. La lecture de la séro-agglutination lente en tubes doit se faire 3 50 ou 4 75% d’agglutnadon, Pantigéne
utilisé devant avoir été titré dans des conditions identiques en présence de sérum standard.

5. L'aggludnabilitd des divers antigénes 3 I'égard du sérum standard doit ére comprise dans les limites
suivantes:
— si la lecture est faite 3 50%: entre /i et /1000,
- si la lecture est faite 3 75%: entre '/g, et '/75.

6. Pour la préparation de I'antigéne destiné 3 la séro-agglutination en tubes (méthode lente), les souches
Weybridge n° 99 et USDA 1119 ou toute autre souche de sensibilité équivalente doivent &tre utilisées.

7. Les milieux de culture utilisés tant pour 'entretien de fa souche en laboratoire que pour la production de
Pantigéne doivent étre choisis de maniére qu'ils ne favorisent pas la dissociation bactérienne (S ~ R); de
préférence, on doit employer la gélose A la pomme de terre.

8. L'émulsion bactérienne doit étre faite au sérum physiologique (NaCl 8,5%, phénique 3 0,5%. Le formol
ne doit pas étre employé.

9. Les instituts officiels indiqués ci-aprés doivent &tre chargés du contréle officiel des antigénes:

a) Allemagne: Bundesgesundheitsamt, Berlin;

b) Belgique: Institut national de recherches vétérinaires, Bruxelles;

¢) France: Laboratoire central de recherches vétérinaires, Alfort;

d) Grand-duché de Luxembourg: insttut du pays fournisseur;

e) ltalie: Istituto superiore di sanitd, Rome;

f) Pays-Bas: Centraal Diergeneeskundig Insdtuut afdeling, Rotterdam;

g} Danemark: Statens Veterinaere Serumlaboratorium, Copenhague V;

h) lrlande: The Veterinary Research Laboratory, Departement of Agriculture

and Fisheries, Thorndale, Beaumont Road, Dublin 9;
i) Royaume-Uni:

- Grande-Bretagne: The Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey, Angleterre,
- Irlande du Nord: The Veterinary Research Laboratory, Stormont, Belfast;
) Gréce: Kdiniatrikon Institouton Limodon Ke Parasitikon Nosimaton lepa
Qdos, 75 Athénes 301;
k) Espagne: Centro Nacional de Brucelosis de Murcia;

l) Portugal: Laboratdrio Nacional de Investigagio Veterinaria ~ Lisboa.
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Les antigénes peuvent étre livrés a I'état concentré pour autant que le facteur de dilution 3 utiliser soit
mentionné sur I'étiquette du flacon.

Pour effectuer une séro-agglutination, on doit préparer au moins trois dilutions pour chaque sérum. Les
dilutions du sérum suspect doivent étre effectuées de telle maniére que la lecture de la réaction i la limite
d’infection se fasse dans le tube médian. En cas de réaction positdve dans ce tube, le sérum suspect
contient donc au moins la quantité de 30 unités internationales agglutinances par millilitre.

B. Réaction de fixation du complément

1.

9.

10.

Le sérum standard est le méme que celui figurant 3 la présente annexe au point A 1. Qutre sa teneur en
unités internationales agglutinantes, 1 millilitre de ce sérum bovin lyophillsé doit contenir 1.000 unités
sensibilisatrices assurant la fixation du complément. Ces unités sensibilisatrices sont appelées unités CEE
sensibilisatrices.

La fourniture du sérum standard doit étre assurée par le Bundesgesundheitsamt de Bertin.

. Le taux d'un sérum en anticorps fixateurs du complément doit é&tre. exprimé en unités CEE

sensibilisatrices (par exemple: sérum X =60 unités CEE sensibilisatrices par millilicre).

. Un sérum contenant 20 unités CEE sensibilisatrices ou plus (soit une activité égale 3 20%, de celle du

sérum standard) par millilitre doit étre considéré comme positif.

. Les sérums doivent étre inactivés de la fagon suivante:

a) sérum bovin: 56 & 60° C pendant 30 & 50 minutes;
b) sérum porcin: 60° C pendant 30 3 50 minutes.

. Pour la préparation de 'antigéne, les souches Weybridge n® 99 ou USDA 1119 doivent étre utilisées,

L'antigéne représente une suspension bactérienne dans un sérum physiologique 4 0,85% ou dans une
solution tampon véronal.

. Pour effectuer la réacton, Il convient d'utiliser une dose de complément supérieure au minimum

nécessaire pour une hémolyse totale.

. Lorsqu’on effectue la réaction de fixatlon du complément, il est nécessaire de procéder chaque fois aux

contrbles suivants:

a) contrdle de Ieffet anticomplémentaire du sérum;
b) contréle de I'antigeéne;

c) contréle des hématies sensibilisées;

d) conuéle du complément;
e) contréle i l'aide d’un sérum positf, de la sensibilité au déclenchement de la réaction;

f) contréle de la spécificité de la réaction 3 Paide d'un sérum négatif.

La surveillance et le contrdle officiel des sérums standard et des antigénes sont assurés par les organismes
visés au point A9 de la présente annexe.

Les antigénes peuvent &tre livrés 3 I'état concentré, pour autant que le facteur de dilution 3 utiliser solt
mentionné sur I'étiquette du flacon.

C. Epreuve de l'anneau

1.

L'épreuve de I'anneau doit étre exécutée sur le contenu de chaque bidon de lait ou le contenu de chaque
citerne 3 lait de 'exploitation.

. L'antigéne standard a utiliser doit provenir d’un des instituts nommés au point A. 9 a) a j). Il est conseillé

de procéder i la standardisation des antigénes selon les recommandations de "OMS/FAQ.

. L'antigéne ne peut étre coloré qu'a I'hématoxyline ou au tétrazolium: il faut donner la préférence a

I'hématoxyline.

. Si aucune mesure de conservation n’est prise, la réaction doit étre pratiquée entre la 18™ et la 24™ heure

i compter du prélévement de I"échantillon sur la vache. Si I'épreuve est effectuée plus de 24 heures aprés
P P € P
le prélevement de I'échantillon de lait, il faut assurer la conservation de celui-ci; les agents conservateurs
' g
pouvant étre utilisés sont le formol et le chlorure mercurique et le délai dans lequel I'épreuve doit étre
effectuee apreés I'utilisation d’un de ces deux agents conservateurs est de 14 jours suivant le jour du
prélevement. En cas d'udlisation de formol, la dilution finale dans I'échantillon de lait est de 0,2%; la
proportion entre la quantité de lait et la solution de formol doit étre d’au moins 10 a 1. A la place du
formol, on peut utiliser du chlorure mercurique: la dilution finale dans le laic est alors de 0,2% et la
P q 3
proportion entre la quantité de lait et la solution de chlorure mercurique de 10 i 1.

. La réacton doit étre pratiquée sefon une des méthodes suivantes:

~ sur une colonne de lait d'au moins 25 mm de haut et un volume de lait d’1 mi additionné de 0,03 ml

d'un des antigénes standardisés colorés;

~ sur une colonne de lait d'au mcins 25 mm de haut et un volume de lait d’1 mi additionné ¢ . 0,05 mi
d'un des antigénes standardisés colorés;

- sur une colonne de lait d’au moins 8 ml additionné de 0,08 ml d’un des antigénes standardisés colorés;

~ sur une colonne de lait d’au moins 25 mm de haut et un volume de lait de 2 ml additionné de 0,05 ml
d’'un des antigénes standardisés colorés;

. Le mélange de lait et d'antigéne doit &tre mis 4 I'étuve 4 37°C pendant 45 minutes au moins et 60 minutes

au plus. L'évaluation doit avoir lieu dans un délai de 15 minutes & compter de la sortie de 'étuve;

La réaction est appréciée selon les critéres suivants:
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a) réaction négative: lait coloré, créme décolorée;
b) réaction positive: lait et créme colorés de fagon identique ou lait décoloré et créme colorée.

D. Epreuve i l'antigéne brucellique tamponné
L’épreuve 4 I'antigéne brucellique taponné peut étre reansee selon I'une des méthodes suivantes

a) Méthode manuelle

1. Le sérum standard est le deuxiéme sérum standard international contre I'avortement brucellique fourni
par le Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey, Angleterre.

2. L'antigéne est préparé sans référence a la concentration cellulaire, mais sa sensibilité doit &tre étalonnée
par rapport au deuxiéme sérum standard international contre I'avortement brucellique de maniére i ce
que 'antigéne produise une réaction positive pour une dilution de sérum de 1:47,5 et une réaction
négative pour une dilution de 1:55.

3. L'antigéne est mis en suspension dans du diluant & P'antigéne brucellique tamponné de pH 3,65 + 0,5 et
peut avoir été marqué au moyen d’une teinture au rose de Bengale.

4. Pour préparer 'anugéne, utiliser la souche n° 99 de Weybridge ou la souche USDA 1119 ou toute
souche de sensibilité équivalente.

5. Les milieux de culture utilisés pour conserver la souche en laboratoire et pour produire I'antigéne doivent
ne pas provoquer de dissociation bactérienne (S - R}; utiliser de la gélose i la pomme de terre ou des
méthodes de culture continue.

6. L'antigéne est testé au moyen de 8 sérums séchés par procédé frigorifique, dont on sait qu'ils sont
respectivement positifs et négatifs,

7. la surveillance et le contréle officlels du sérum et de I'antigéne standard sont effectués par les instituts
officiels énumérés A I'annexe € point A 9.

8. L'antigéne est fourni prét 3 I'emplai.

9. Uépreuve i I'antigéne brucellique tamponné doit &tre réalisée de la manidre sulvante:

a) mettre une goutte (0,03 ml) d'antigéne et une goutte (0,03 ml) de sérum sur une plaque blanche;
b) 4 P'aide d’un agitateur mélanger d’abord sur une ligne droite puls dans un mouvement circulaire d'un

diamétre de 10 3 12 mm environ;
c) agiter ensuite la plaque alternativement en avant et en arritre pendant 4 minutes (environ 30

mouvements par minute);
d) effectuer la lecture sous un bon éclairage; en "absence d'agglutination I'épreuve est considérée comme
négatve; toute agglutinatlon permet de considérer I'épreuve comme positive, 3 moins que le séchage

soit excessif sur les bords.

b) Méthode automatisée
La méthode automatisée doit étre au moins ausst sensible que la méthode manuelle.

E. Epreuve de I'anneau de lait effectuée sur le plasma sanguin

a) Obtention du plasma sanguin
Les éprouvettes contenant le sang rendu incoagulable par adjonction d'EDTA sont centrifugées pendant 3
minutes 3 3000 tours/minute et sont ensuite conservées pendant 12 4 24 heures 3 une température de 37°C;

b) Utilisation diagnostique
On verse 0,2 ml de plasma stabllisé dans une éprouvette contenant 1 mi de lait cru. Aprés agitation, on
ajoute une goutte (0,05 ml) d’antigéne ABR et on agite i nouveau. L'antigéne est normalisé d’aprés un antigéne

standard mis a disposition par I'institut visé au point A 9 a).
Aprés avoir laissé reposer pendant 45 minutes 3 une température de 37° C, on examine le résultac dans un
délai de 15 minutes. L'épreuve est considérée comme positive si I'anneau de lait présente la méme coloration

ou une coloration plus prononcée que celle de la colonne de lait.

F. Agglutination du plasma sanguin

Le plasma sanguin obtenu conformément i la méthode visée i la section E point a) peut &tre udlisé
Immédiatement aprés centrifugation sans qu'il soit nécessaire de procéder A une stabilisation thermique.

On mélange 0,05 mi de plasma 3 1 ml d'antigéne pour la séro-agglutination 4 50%, ce qui correspond a un
degré de dilution de 1:20 dans le cas de la séro-aggiutination. On examine le résultat aprés avoir laissé reposer
pendant 18 4 24 heures i une température de 37°C. L'épreuve est considérée comme positive si

l'agglutination est égale ou supérieure i 50%.

G. Epreuve de micro-agglutination
1. Les diluants sont composés d’une solution saline physiologique 4 0,85% phénolée 4 0,5%.

2. L'antigéne est préparé conformément aux indications des polnts 6, 7 et 8 de I'annexe C point A et le
titrage doit étre effectué conformément aux indications du point A. 5 de I'annexe C. Au moment de
Putilisation de "antigéne, on ajoute de la safranine 0 4 0,02% (diluton finale).

3. Le sérum standard est le méme que celui du point A.1 de I'annexe C.

4. La fourniture du sérum standard doit &tre assurée par le Bundesgesundheitsamt, Berlin.
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épreuve de micro-aggludnadon est pratiquée sur des plaques comportant des cupules 4 fond conique et

dont le velume est égal & 0,250 ml. Uépreuve est exécutée de la manlére suivante:
a) Prédiludons des sérums: on ajoute dans chaque cupule contenant 0,075 mi de diluant 0,050 mi de

chaque sérum en examen. Les mélanges sont agités pendant 30 secondes.

b) Dilutions graduelles des sérums: préparer au malns trois diludons pour chaque sérum. A cet eflet, &

<)

d)

partir des prédilutions (1:2,5) on préléve 0,025 ml de chaque sérum et on les transfére sur une plaque
contenant 0,025 ml de dlluant. De cette maniére, la premiére dilution est portée & la valeur de 1:5 et
les diludons suivantes sont effectuées par redoublement.

AJout de 'antigéne: on ajoute dans chaque cupule contenant les différentes diludons des sérums en
examen de l'antigéne i raison de 0,025 mi. Aprés agitaton pendant 30 secondes, les plaques sont
fermées par leur couvercle respectif et sont placées & 37° C pendant 20 & 24 heures en atmosphére
humidifiée.

Lecture des résultats: on évalue I'aspect de la sédimentaton de l'antigéne par un examen du fonds de [a
cupule réfléchl par un mirolr concave placé au-dessous de celle-ci. En cas de réaction négatlve,
l'antigéne forme des sédiments sous forme d’un bouton compact, aux bords nets et de couleur rouge
intense. En cas de réaction positive, par contre, il se forme un volle diffus, de couleur rose et
uniformémenc réparti. Les différents pourcentages d'agglutination sont déterminés par comparaison
avec des contrbles de I'antigéne indiquant 0, 25, 50, 75 et 100% d'agglutinadon. Le dtre de chaque
sérum est exprimé en unités internatlonales aggiutinantes par mi. Il convient d'inclure dans I'épreuve
des contrdles & laide de sérum négadf et de sérum posidf dilué de fagon & contenir 30 unités

Internationales agglutinantes par ml.

H. L'épreuve ELISA de dépistage de la bruceliose bovine, décrite a Fannexe G.

1.
2,

ANNEXE D

Analyse du lait

Toutes les analyses de lalt dolvent &tre effectuées dans des laboratoires officlels ou officiellement agréés.

Les échantillons de lalt dolvent étre prélevés en observant les conditions sulvantes:
a) les rayons doivent étre désinfectés au préalable avec de l'alcool 3 70%;
b) pendant leur remplissage, les tubes doivent &tre maintenus en position Inclinée;
¢} les échantllons de lait doivent étre prélevés au début de-la traite, aprés élimination des premiers jets de
chaque trayon;
d) un échantillon doit étre prélevé sur chaque quartler; les laits de ces échantillons ne peuvent pas étre
mélangés;
e) chaque échantillon doit comporter au moins 10 millilires de lait;
f) si un agent conservateur est nécessaire, on doit utlliser 'acide borique 4 0,5%;
g chaque tube doit éwre muni d'une étiquette portant les indications suivantes:
- le numéro de la marque aurlculaire ou tout autre moyen d'idendficadon de I'animal,
- la désignadon du quartier,
- la date et I'heure du prélévement;
h) les échantillons sont accompagnés d'un document qui doit comporter les Indications sulvantes:
- le nom et l'adresse du vétérinaire officiel,
le nom et |'adresse du propriétaire,
les éléments d'ldendficadon de 'animal,
le stade de lactaton.

. L'analyse du lalt doit étre pratiquée 30 jours au plus avant 'embarquement et doit toujours comporter un

examen bactériologique ainsi qu'un White-Side-Test (WST) ou un California-Masuus-Test (CMT). Les
résultats de ces deux examens dolvent éure négadfs, sous réserve des dispositons suivantes.

a) Si le résultac de I'examen bactériologique est positlf ~ méme en P'absence d'un état inflamn
caractérisé — alors que le résultat du WST (ou du CMT) est négatif, un second examen bactériol
doit étre effectué au moins 10 jours pius tard — dans la limite de 30 Jours prévue ci-dessu
Ce second examen doit établir:
aa) la disposition des germes pathogénes;
bb) 'absence d’anubiotiques.

En outre, 'absence d'étac inflammatoire doit étre constatée par un nouveau WST (ou un nouveau

CMT) qui doit donner un résultat négadf.
b) Si I'examen bactériologique est négatif, alors que le WST (ou le CMT) est positif, on doit procéder 4

un examen cytologique complet qui doit donner un résultat négacif.
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4. L’examen bactériologique doit comporter:
a) Pensemencement du lait, en boite de Petri, sur gélose au sang de boeuf ou de mouton;
b) I'ensemencement du lait en milieu TKT ou en milieu d’Edwards.

L’'examen bactériologique doit viser a I'identification de tout germe pathologique et ne peut se limiter 3 la
mise en évidence de streptocoques et de staphylocoques spécifiquement pathogénes. Dans ce bue,
I'identificadon des colonles suspectes obtenues par ensemencement sur les milleux précités doit éure
poursuivie par les techniques classiques de différenciation de la bactériologie, telles que I'emploi du milieu
de Chapman pour l'identification des staphylocoques et de divers milleux sélectifs pour la détection des
entérobactéries.

5. U'examen cytologique complet est destiné 3 mettre en évidence, le cas échéant, un érat inflammatoire
caractérisé, indépendamment de tout symptéme clinique.
Cet érat inflammatocire est établi lorsque la numérotation leucocytaire sefon la technique de Breed atteine
1 million de leucocytes par millilitre et que le rapport entre mononucléaires et polynuciéaires est inférieur

a 0,5

ANNEXE E

Sont soumises 3 déclaration obligatoire les maladies suivantes:

a) maladies de I'espéce bovine:
- rage,
- tuberculose,
- brucellose,
fiavre aphteuse,
charbon bactéridien,
peste bovine,
péripneumonie,
leucose bovine enzootique;
b) maladies de I'espéce porcine:
- rage,
brucellose,
—~ charbon bactéridien,
fitvre aphteuse,
- peste porcine classique,
peste porcine africaine,
maladie vésiculeuse du porc,
paralysie contagieuse des porcs (maladie de Teschen).

[}

+

ANNEXZE F

Des modéles de certificats sont mis & la disposition des intéressés par FAdministration des services
vétérinaqires.

ANNEXE G

«CHAPITRE PREMIER
CHEPTELS, £TATS MEMBRES OU REGIONS INDEMNES DE LEUCOSE BOVINE ENZOOTIQUE

A. Cheptel indemae de leucose bovine enzoouque:

1) un cheptel dans lequel:

i) aucun cas de leucose bovine enzootique n*a été mis en évidence, que ce soit cliniquement ou  la suite
de I'un des tests pratiqués conformément -au chapitre 11, ai confirmé au cours des deux dernitres

années
et
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ii) tous les animaux de plus de vingt-quatre mois ont antéricurement réagi négativement su cours des

douze derniers mois A deux tests pratiqués conformément i la présente annexe, 2 un intervalle de
quatre mois au moins

et

iii) aprds achtvement des tests visés au point ii), ne se trouvent plus que les animaux qui y sont nés ou qui

proviennent d’un chepte! indemne de leucose bovine enzootique,

et dans lequel, aprés sa qualification, les animaux de plus de vingt-quatre mois ont continué de réagir
négativement A P'un des tests pratiqués conformémenc au chapitre Il A un intervalle de trois ans et les
conditions prévues aux paints i) et iii) continuent d'¢tce remplies;

2) un cheptel situé dans un Etat membre ou une région indemne de leucose bovine enzootique.

B. Etac membre ou région indemne de leucose bovine enzootique .

Un Erat membre ou une région au sens de l'article 2 point o) de cet Etac membre:

1) dans lequel ou laquelle:

a)

b)

au moins 99,8 % des cheptels bovins sont des cheptels indemnes de leucose bovine enzootique au sens
du point s)

ou

d'une part, au cours des cinq dernitres années précédant la date de notification de la présente directive
ou au cours des trois dernidres années aprés cette date, aucun cas de leucose bovine enzootique n’a é1é

notifié ni confirmé de quelque manitre que ce soit et, d'autre part, au cours des deux dernitres
années:

i) les contrdles aléacoires pratiqués sur tour le territoire conformément au chapitre II et effectués
pendant une période de deux ans sur tous les animaux de plus de vingt-quatre mois dans au moins
10 % des cheptels ont donné des résultats négatifs

(14

ii) rous les animaux de plus de vingt-quatre mois ont réagi négativement au moins une fois A 'un des
tests prévus au chapitre 1I;

2) dans lequel ou laquelle, aprés avoir satisfait aux conditions prévues au point 1):

i)

ii)

chaque année, soit un échantillon aléatoire donnant un taux de certitude de 99 % a démontré que
moins de 0,2 % des cheptels éraient infectés, soic au moins 20 % des bovins de plus de deux ans a
donné un résultat négatif 3 un des tests pratiqués conformément au chapitre 11

¢
les conditions énoncées au point A 1) sont toujours remplies.

C. Suspension du starut d'indemne aprés I"apparition de 1a leucose

1) Au cas ou, dans un cheptel indemne de leucose bavine enzootique, un animal a réagi positivement & 'un
des tests visés sous ii), le statut de ce cheptel est suspendu jusqu'd ce que les mesures suivantes aient écé
prises:

i)
ii)

Wy

I'animal ayant réagi positivement et, s'il s’agit d’'une vache, son éventuel veau doivent quitter le cheptel
pour abattage, sous contrdle des autorités vécérinaires;

les animaux restants ont été soumis avec un résultac négatif A un test sérologique individuel effectué
conformément au chapitre Il trois mois au moins aprds élimination de I'animal positif et de sa
descendance éventuclle;

unc enquete cpracmioiogique doit &tre mendée et les cheptels épidémiologiquement reliés au cheptel
infecté doivent &tre soumis aux mesures prévues sous ii),

Toutefois, I"autorité compétente peut accorder une dérogation i 'obligation d’abattage du veau d'une
vache infectée lorsque ce veau a été séparé de sa mére aprés vélage. Dans ce cas, le veau dois érre
soumis aux exigences prévues au point 2 sous ii).

2) Au cas ol plus d'un animal d'un chepeel indemne de leucose bovine enzootique a réagi positivement, le
statuc de ce cheprel est suspendu jusqu'd ce que les mesures suivantes aient été prises:

i)

ii)

iit)

iv)

les animaux infectés ct, s'il s"agit d’une vache infectée — saufl dérogation accordée par I'autorité
compétente conformément au point 1) sous iii) deuxitme alinéa —, leurs veaux éventucls duivent
quitter le cheptel pour abattage sous contréle des aucorités vétérinaires;

les animaux restants — y inclus, e cas échéant, les veaux des aniimaux infectés — de moias de six mois
doivent, aprés identification, rester sur Iexploitation jusqu'i ce qu'ils aient satisfait aux tests visés au
point A 1) sous ii);

le cheptel doit rester sous contréle officicl jusqu'a ce que les conditions prévues aux points A 1) sous
i) et iii) soient 3 nouveau remplics;

une enquéte épidémiologique doit dtre menée er les cheptels épidémiologiquement reliés au cheptel
infecté doivent étre soumis au mesures prévues au point A 1) sous ii).
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Au cas ot la leucose bovine enzootique a été constatée et confirmée sus plus de 0,2 % des cheprels de la
région ou de I'Etac membre, le statut de cette région ou de cer Etat membre est suspendu et, oucre les
mesures prévues aux points 1) ou 2), 20 % des autres cheptels de la région ou de I'Etat membre doivent,
dans les délais prévus au point A 1) sous ii), étre soumis 3 un des tests prévus au chapitre Il

Le statut est rérabli lorsque, aprés achdvement des mesures prévues sous les points précédents, un résultar négarif
aux tests qui y sont prévus a été constatés,

CHAPITRE It

Epreuves pour la recherche de la leucose bovine enzootique et de la bruceliose bovine

La recherche de la leucose bovine enzoatique est cffectude au moyen de I"épreuve d'inununcdiffusion dans les
conditions décrites aux points A c¢ B ci-apeds ou par "épreuve d'inmuno-absarpdion enzymarique (ELISA) dans les
conditions décrites au point C ci-aprds. La méthode d'inununadiffusion est réservée asux tests individuels.

Siles résultaes des tests font Pobjer d’unc camtestation motivée, un conirdle complémentaire est praciqué su moyen
d'uac &preuve d'inununodilfusion.

A. Epreuves d'immunadiffusion sur plaque de gélasé

1.

L'antigéne A utiliser dans cetee épeeuve dait contenir des glycoprotdines du virus de la Jeucose bavine.
L'antigtne doit dire standurdisé par rappore 3 un sérum &ralon (séeuim E 1) fourni par fe Scacens Veterinuere
Serum Laboratoriuin de Copenhague.

Les instituts d'Leacs désignés ci-aprés doivent dtre chargés d*éralonner Pantigdne standard de cravail du
laboratoire par rapport su séeumn éalon officiel CEE (sénun E 1) fourni par le Statens Veterinaere Serum
Laboratorium de Copenhague.

a) Allemagne (RF); Bundesflarschungsanscale far Vicuskrankheicen der Tiere, Tubingen;
b) Belgique: Institut nacional de recherches vétérinaires, Bruxelles;
¢) France: Laboratoire national de'pathologic bovine, Lyon;

d) Crand-duché de Luxembourg: —

e) ltalie: Istituto Zooprofilattico Sperimentale, Perugia;

{) Pays-Bas: Cencraal Diergenceskundig Instituue, afdeling Rotterdam;
g) Danemark: Stateas Veterinxre Serum Laboratorium, Kobenhavag

h) Irlande: Veterinary Research Laboratory, Abbotstown, Dubling

i} Rayauine-Uni:

1. Grande-Bretagne: Central Veterinary Laboratory, Weybridge, England,
2. ldande du Nord: Veterinary Reseagch Laboracory, Stormont, Belfast,
i) Espagne: Subdireccidh general de sanidad animal.

Laboracorio de sanidad y produccidn
animal ALGETE (Madrid)s.

k) Portugul: Laboratério Nacional de lavestigagdo Veterindria, Lisboa.

Les antigenes étalans utilisés au laboratoire doivent étre présents au moins une (ois par an aux laboratoires
de référence CEE énumérés au paragraphe 2 ci-dessus pour y eee testés pac rapport au sérum étalon CEE.
Indépendammenc de cete standardisation, Pantigéne utilisé peut dree éralonné conforinément A la
letere B.

L'¢preuve met en ecuvre les réacrifs suivants:
a) ancigdne: l'antigtne doic contenir des glycoprotéines spécifiques du virus de leucose bovine enzootique
qui a été standardisé par rapport au sénun officiel CEE;
b) le sérum A tester;
¢} un sérum de contrdle positif connug
d) gélose;
0,8% agar
8,5 % NaCl
tampon Tris 0,05 M, pkH 7,2

15 millilicres de cette gélose doivent tire coulés dans une boite de Petri de 85 millim2eres de diamézre,
ce qui donne une profondeur de 2,6 millimétres de gélose.
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Un dispositil expérimental de sept lages exemptes d'humidité doic étre réalisé par perforation de la gélase
jusqu'au fond de la plaque; ce réseau consiste en une foge cenfrale autour de laquelle s'ordonnent six loges
périphériques disposées en cercle.

Diamétre de la loge centrale: 4 millimetres

Diamétre des loges périphériques: 6 millimdures

Distance entre les loges centrales et périphériques: 3 millimétres

La loge centrale doit étre remplie de I'antigine étalon. Les loges périphériques 1 et 4 (voir schéma

ci-dessous) sont remplies avec le sérum positif cunnu, les loges 2, 3, 5 et 6 avec les sérums 2 tester. Les loges
doivent ¢tre emplies jusqu'd disparition du ménisque,

1
@]

§ O 02
0]

50O O3
O
4

Les quantités obtenues sont les suivantes:

antigéne: 32 microlitres,
sérum de contrdle: 73 microlitces,

sérum A tester: 73 microlitres.

Lincubation doit durer 72 heures 3 température ambiante {20-27 °C) dans une enceinte humide
fermée.

L’épreuve peuc 2ire lue aprés 24 heures, puis aprés 48 heures, mais aucun résultat final ne peut dtre obtenu
avant 72 heures:

a) un sérum 2 tester est posirtif s'il forme une courbe de précipitation, spécifique avec Funtigéne du virus de
la leucose bovine et si cette courbe coincide avec celle du sérum de contrdle;

b) un sérum 3 tester est négatif s’il ne doune pas une courbe de précipitation spécifique avec I'antigéne du
virus de la leucose bovine et s'il n'infléchit pas la courbe du sérum de contrdle;

¢) la réaction ne pourrair étre considérée comme concluante si:

(i) elle inféchit la courbe du sérum de contrdle vers la loge de I'antigéne du virus de la leucose bovine
sans former une courbe de précipitation visable avec 'antigéne

ou
(ii) s'il n'est pas possible de I'interpréter comme négative ou comme positive.
Pour les réactions non concluantes, on peut répéter I"épreuve et utiliser du sérum concentré.

B. M¢éthode de standardisation de I'antigéine

Solutions et matériels nécessaires

1.
2.

40 millilitres de gélose 2 1,6 % dans un tampon Tris 0,05 M/HCI, pH 7,2 avec 8,5 % de NaCl;

15 millilitres d’'un sérum de leucose bovine n’ayant d’anticorps qu'h I'égard des glycoprotéines du virus de
la leucose bovine, sérum dilué au 1/10 dans un tampon Tris 0,05 M/HCI, pH 7,2 avec 8,5% de
NaCl;

15 millilitces d'un sérum de la leucose bovine n'ayant d'anticorps qu’a I'¢gard des glycoprotéines du virus
de la leucose bovine, sérum dilué au 1/15 dans un tampon Tris 0,05 M/HCIl, pH 7,2 avec 8,5%
NacCl;

quatre boites de Petri en matitre plastique, d’un diamétre de 85 millimetres;
un poingon d'un diamétre de 4 A 6 millimétres;

un antigéne de référence;

I'antigine A standardiser;

un bain d’eau chaude (56 °C).

Mode opératoire

Dissoudre la gélose (1,6 % ) dans le tampon Tris/ HCl en chauffant avec précaution jusqu'a 100 °C. Mertreen
place le bain d’cau 4 56 °C pour cnviron 1 heure. Placer en outre les solutions du sérum de la leucose bovine
dans le bain d’cau 3 56 °C.

Mélanger ensuite 15 millilitres de la solution de gélose 2 56 °C avec les 15 millilitses de sérum de la leucose
bovine (1:10), agiter rapidement et verser dans deux boites de Petri, A raison de 15 millilitres par boice.
Recommencer les opérations précédemnment décrites avec le sérum de la leucose bovine dilué au 1/5.
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Lorsque la gélose a durci, les trous y sont pratiqués de la manidre suivante:

Boite de Petri n® 2
Sérum 1:10

Boite de Petri n® 1
Sérum 1:10

Boite de Petri n° 4
Sérum 1:5

Boite de Petri n® 3
Sérum*1:$

Addition d'antigénes

1. Boites de Petri n% 1 cc 3:

loge A = antigéne de rélérence non dilué,
loge B = antigéne de référence dilué 2 1/2,
loges C + E = antigénes de référence,

loge D = antigénes 3 tester, non dilué.

1l. Boites de Petri n™ 2 et 4:

loge A = antigéne A tester, non dilué,
loge B = antigene A tester, dilué 3 172,
loge C = anrigéne 3 tescer, dilué 3 1/4,

loge D = antigéne i tester, dilué 3 1/8,
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Instructions complémentaires

1.

2.

L'expériencé doit étre cffectuée avec deux degrés de dilution du sérum (1:5 et 1:10) afin d'obtenic la
précipitation optimale.

Si le diamétre de précipitacion est trop faible pour chacun des deux degrés de dilution, le sérum doit faire
I'objet d'une dilution supplémentaire.

Si le diamétre de précipitation est excessil pour les deux degrés de dilution et si le précipité disparait, un
degré de dilution plus faible doit étre choisi pour le sérum.

La concentration finale de la gélose doit s'établir A 0,8% et celle des sérums 3 5% et 4 10%
respectivement.

Noter les diametres mesurés dans le systtme coordonné suivant. La dilution de travail est celle ot on
enregistre le méme diamétre pour Pantigéne ) tester que pour I'antigéne de référence.

Diametre
mm
13 —
12—
11—
10 —
9
8 -
9 -
& —
§ -
4 -
3 —a
2 ——
A
l:ll 1:lz 1:3 1!4 15 1617 1!8 "

Dilutions des antigénes



225

C. Epreuve d'immuno-absorption enzymatique (ELISA) pour la recherche de I3 leucose bovine cnzootique

1.

Paur la méthode ELISA, les matériels ef réactifs 3 utiliser sont les suivancs:
a) des microplaques pour phase solide, des cuvertes ou route autre phase solide;

b) lantigne esc fixé sur la phase solide avec vu sans I'zide d'anticorps de caprage polyclonaux ou
manocionaux. Si Pancigéne est associé directement 3 la phase solide, tous les échanuilloas soumis A
I'examen présentanc une réaction positive doivent étre réexaminés par rapport A 'antigene de contréle.
Celui-ci devraic écre identique A 'andigene examiné, sauf en ce qui concerne les antigenes BLV, Si des
anticarps de caprage sonc associés 3 la phase solide, les anticorps ne doivent pas réagir i des ancigénes
autres que les antigenes BLV;

¢} le liquide bialogique 2 examiner (sérum ou lait);

d) un contréle posicif et néyatif;

le conjugué: une immunoglobiae ancibovine biotinylée ou enzyme conjuguée ou une immunoglabine

e)
biacinylée anti BLV ou une enzyme conjuguée;

f) Tavidine: unc enzyme pour essais ucilisant des préparations d'immunoglobines biutinylées;
g) un substrac adapté aux enzynies utcilisées;

h) une solution d'obcuration;

i) des solutions tampons pour la dilution des échantillons examinés, la préparartion des réactifs et le

lavage;

)} un systéme de lecture avec filtres appropriés correspondant au substrac ucilisé.

Epreuve de standardisation et de sensibilité

La sensibilité du tesc ELISA doic étre d'un niveau tel que le sérum E 4 présence une réaction posicive
lorsqu'il est dilué 10 fois (échantillons de sérum) ou 250 fois (échancillons de lait) plus que la dilution
obtenue 2 partir déchanrillons iis en commun.

Lors d’essais ou les échantillons (sérum et lait) sont examinés individuellement, le sérum E 4, dilué 4 raison
de 1 pour 10 (sérum négatif) ou & raison de 1 pour 250 (laic négatif) doic présencer une réacrion positive,
lorsqu'il est examiné dans la méme dilution d’essai que celle uulisée pour les essais individuels.

Le sérum E 4 sera fourni par le laboratoire vétérinaire national de Cupenhague.

Conditions d'utilisation du test ELISA

La méthode ELISA peuc étre udilisée sur un échantillon de lait peélevé sur la collecre de lait provenanc d’une
exploiration comprenanct au moins 30% de vaches laitizres en lactation 3 la condition que {échancillon
porte sur le lait produic par moins de 50 vaches et sur une concentracion du lactosérum du laic collecté sue
un notubre de vaches compris entre 20 et 50 au maximum et ue, lorsque la collecte de lait purte sur plus de
50 vaches, le nombre de prélevemencs soic augmenté proportionnellement.

La méchode ELISA peut également étre ucilisée sur un échantillon de sang prélevé sur un maximum de
50 animaux.

En cas de recours i I'une des facultés précirées, des mesures dvivent étre prises pour assurer une
correspondance encre les échancillous peélevés er les animaux done proviennenc le laic exaininé ou les
sérums.

En cas de résulear posirif sur ['un des échanullons, le chepeel doit rester sous conerdle officiel jusqu'a ce
qu'un résultat négatif ait pu étre enregistré pour au moins deux teses individuels effectués, A un incervalle de

quatre mois minimum, sur tous les bovins iges de plus de six mois, conformément aux dispusitions
précitées, et dans un labaratoire directemienc supervisé par un laboratoire mencionné au point A.»




