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DIRECTIVA DO CONSELHO
de 11 de Dezembro de 1984

que altera a Directiva 64/432/CEE no que diz respeito i brucelose e, mais precisamente, a
prova do antigénio brucélico tamponado, i prova de microaglutinagio e i prova do anel realiza-
das com amostras de leite

(84/644/CEE)

O CONSELHO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade
Econémica Europeia e, nomeadamente, os seus artigos
43%e 1009,

Tendo em conta a proposta da Comissio (*),
Tendo em conta o parecer do Parlamento Europeu (),

Tendo em conta o parecer do Comité Econdémico So-
cial (%), :

Considerando que a Directiva 64/432/CEE do Con-
selho, de 26 de Junho de 1964, relativa a problemas de
policia sanitiria em matéria de comércio intracomunita-
rio de animais das espécies bovina e suina (*), com a al-
tima redacgio que lhe foi dada pela Directiva 84/643/
/CEE (%), prevé normas comuns relativamente is medi-
das de luta contra a brucelose apliciveis aos animais que
vio ser objecto de comércio intracomunitario;

Considerando que convém especificar que a prova de se-
roaglutinagdo lenta em provetas é a prova que deve er
utilizada com os bovinos e suinos antes de estes animais
serem introduzidos no circuito do comércio intracomuni-
" tario;

Considerando que, para assegurar a continuidade da
livre circulagao de bovinos no interior da Comunidade, &
conveniente ter em conta o progresso cientifico, adap-
tando as disposi¢des técnicas da supracitada directiva re-
lativas 4 brucelose;

Considerando que os novos conhecimento cientificos ¢ o
desenvolvimento das técnicas de diagnostico e de luta
contra a brucelose bovina impdem uma adaptagio das
medidas comunitarias actualmente aplicaveis a esta maté-
ria,

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:
Artigo 1°
A Directiva 64/432/CEE 4 alterada do seguinte modo,

(*) JO n° C 255 de 23. 9. 1983, p. 3.

(*) JO n®C 342 de 19. 12. 1983, p. 117.
() JO n®C 23 de 30. 1. 1984, p. 23.

() JO n° 121 de 29. 7. 1964, p. 1977/64.
¢*) JO n°L 339 de 27. 12. 1984, p. 27.

1) No n? 3, punto b), do artigo 39, acrescenta-se «ponto
A» depois de «Anexo Co.

2) No n? 4, ponto 1), do artigo 39 acrescenta-se «ponto

A» depois de «Anexo C».

3) No n° 6, ponto b), do artigo 39, acrescenta-se «ponto
A» depois de «Anexo Co.

4) No n° 1, ponto C, do artigo 79, acrescenta-se «ponto
A» depois de «Anexo C».

5) No n¢ 1, ponto D, do artigo 7°, acrescenta-se «ponto
A» depois de «Anexo Co. :

6) No ponto A, n° 1, ponto C), alinea i), do Anexo A,
segunda Parte:

— acrescenta-se «ponto A» depois de «Anexo C»,

— o segundo travessio passa a ter a seguinte redac-
¢ao:

«— as provas de seroaglutinagio referidas no n 1
poderdo ser substituidas por duas provas ofi-
ciais de antigénio brucélico tamponado ou
por duas provas de microaglutinagio realiza-
das em conformidade com os pontos D e G
do Anexo C. Estas provas efectuar-se-ao com
um intervalo minimo de trés meses e maximo
de doze meses.»

7) No ponto A, n° 1, ponto c), do Anexo A, segunda

Parte, substitui-se o ponto ii) pelo seguinte texto:

«ii) serio anualmente controlados para determinar a
auséncia de brucelose através de trés provas do
anel feitas com intervalos de, pelo menos, trés
meses ou através de duas provas do anel com in-
tervalo de, pelo menos, trés meses e uma prova
serolégica (prova de seroaglutinagdo, prova de
antigénio brucélico tamponado, prova de plasmo-
aglutinagdo, prova do anel de leite em plasma
sanguineo ou prova de microaglutinagio) reali-
zada seis semanas, pelo menos, apbs a segunda
prova do anel. Quando nio se fizerem provas do
anel, efectuar-se-2o anualmente duas provas sero-
légicas (prova de seroaglutinagio, prova de anti-
génio brucélico tamponado, prova de plasmoa-
glutinagio, prova do anel de leite em plasma san-
guineo ou prova de microaglutinagio), com in-
tervalos minimos de trés meses e maximos de seis-
meses.

Quando, num Estado-membro, ou numa regiio

de um Estado-membro, em que a totalidade dos

efectivos bovinos esteja abrangida pelas opera-
¢oes oficiais de luta contra a brucelose, a percen-
tagem dos efectivos bovinos infectados nio for
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8)

9)

superior a 1, bastara proceder anualmente a duas
provas do anel com intervalos de, pelo menos,
trés meses ou uma prova serologica (prova de se-
roaglutinagdo, prova de antigénio brucélico tam-
ponado, prova de plasmoaglutinagio, prova do
anel de leite em plasma sanguineo ou prova de
microaglutinagio).

Caso o controlo se faca nas cisternas de leite,
sera duplicado o ntmero das provas referidas nos
paragrafos precedentes e serio reduzidos para
metade os intervalos.»

No ponto A, n° 2, ponto c¢), do Anexo A, Segunda
Parte, o texto do Gltimo paragrafo é substituido pelo
seguinte texto:

«As provas de seroaglutinagio referidas no n°-1,
ponto c), alinea i), primeiro travessio, poderio ser
substituidas por provas de antigénio brucélico tampo-
nado efectuadas com o ponto D do Anexo C ou por
provas de microaglutinacio efectuadas em conformi-
dade com o ponto G do Anexo C.»

No Anexo C:
— o ponto C passa a ter a seguinte redacg¢io:

«C. Prova do anel
1. A prova do anel devera ser executada so-
bre o contetdo de todas as vesilhas de
leite ou sobre o contetido de todas as cis-
ternas de leite da exploragio.

2. O antigénio-padrio a utilizar devera vir de
um dos institutos enumerados no ponto A,
n° 9, pontos a) a j). Sera aconselhével pro-
ceder-se a padronizagdo dos antigénios se-
gundo as recomendag¢des da Organizagio
Mundial de Saade (OMS/FAQ).

3. O antigénio s6 podera ser corado com he-
matoxilina ou com tetrazélio; devera
dar-se preferéncia 4 hematoxilina.

4. Se n3o se tomar nenhuma medida de con-
servagio, devera fazer-se a reacgio entre a
182 e a 24* horas a contar da colheita da
amostra na vaca. Se a prova se efectuar
mais e 24 horas depois da colheita da
amostra de leite, serd preciso assegurar a
sua conservagio; os agentes conservadores
que poderio ser utilizados sio o formol e
o cloreto de mercurio, e a prova devera
ser efectuada no periodo de 14 dias se-
guintes a utilizagdo de um destes dois
agentes conservadores. Caso se utilize for-
mol, a concentragio final na amostra de
leite sera de 0,2 %; a proporgdo entre a
quantidade de leite € a solugio de formol
devera ser de, pelo menos, 10 para 1. Em
vez de formol poder utilizar-se cloreto de
mercirio: a concentra¢io final no leite
ser4, nesse caso de 0,2 % e a proporgio
entre a quantidade de leite € a soluggo de
cloreto de mercurio, de 10 para 1.

5. A reacgdo devera fazer-se segundo um dos
seguintes métodos:

— numa coluna de leite com, pelo menos,
25 mm de altura e um volume de leite
de 1 ml, a que se adicionam 0,03 ml de
um dos antigénios padronizados cora-
dos,

— numa coluna de leite com, pelo menos,
25 mm de altura e um volume de leite
de 1 ml, a que se adicionam 0,05 ml de
um dos antigénios padronizados cora-
dos, .

— num volume de leite de 8 ml, a que se
adicionam 0,08 ml de um dos antigé-
nios padronizados corados,

— numa coluna de leite com, pelo menos,
25 mm de altura e um volume de leite
de 2 ml, a que se adicionam 0,05 ml de
um dos antigénios padronizados cora-

dos.

6. A mistura de leite e antigénio deveri colo-

car-se em estufa a 37 °C por um periodo
de 45 minutos, no minimo, e de 60 minu-
tos, no maximo. A avaliagio devera fa-

- zer-se no prazo de 15 minutos a contar da

saida da estufa.

. A reac¢do serd avaliada segundo os se-

guintes critérios:

a) Reac¢io negativa: leite corado, nata
descorada;

b) Reacgdo positiva: leite e nata corados
de forma idéntica ou leite descorado e
nata corada»

— ¢é aditado o ponto G seguinte:
«G. Prova de microaglutinagio
1. Os diluentes serdao compostos por uma so-

lugdo salina fisiolégica a 0,85 % fenolada
a 0,5 %.

. O antigénio sera preparado em conformi-

dade com as indicacdes dos pontos 6, 7 e
8 do ponto A do Anexo C e o doseamento
deveri efectuar-se em conformidade com
as indcagdes do ponto A, n°® 5, de Anexo
C. No momento de utilizagio do antigé-
nio, acrescentar-se-a safranina O a 0,02 %
(solugdo final).

. O soro-padrio é o memso do ponto A,

n° 1, do Anexo C.

. O fornecimento do soro-padrio devera ser

assegurado pelo Bundesgesundheitsamt,
Berlin.

. A prova de microaglutinagio realizar-se-a

em laminas com concavidades de fundo c6-

nico € com volume de 0,250 ml.

A prova realizar-se-4 da seguinte maneira:

a) Diluigdo prévia dos soros: a cada con-
cavidade contendo 0,075 ml de diluente
juntam-se 0,050 ml de cada soro a ser
examinado. Agitam-se as misturas du-
rante 30 segundos; ,

b) Dilui¢oes graduais dos soros: preparar,
pelo menos, trés solugdes para cada
soro: Para este efeito, a partir das pré-
solugdes (1 :2,5), retiram-se 0,025 ml
de cada soro e transferem-se para uma
limina que contenh 0,025 ml de di-
luente. Deste modo, a primeira solugdo
teri o valor de 1:5 e as solucdes se-
guintes efectuar-se-30 por repeti¢io;

¢) Adi¢ao de antigénio: adiciona-se antigé-
nio, a razio de 0,025 ml a cada uma
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d)

das concavidades com as diferentes so-
lugtes de soros em anilise. Agita-se du-
rante 30 segundos, fechando-se depois
as laminas com a respectiva tampa € co-
locam-se a 37 °C durante 20 a 24 horas
em ambiente humidificado;

Leitura dos resultados: avalia-se o
aspecto da sedimentagdo do antigénio
por exame do fundo da concavidade
reflectido por um espelho céncavo co-
locado sob ela. Em caso de reacgdo ne-
gativa, o antigénio forma sedimentos
sob forma de botao compacto com bor-
dos nitidos e de cor encarnada viva.
Pelo contrario, em caso de reacgio po-
sitiva, forma-se um véu difuso cor-de-
rosa € uniformemente distribuido. As
diferentes percentagens de aglutinagao
determinam-se comparando com con-
trolos de antigénio que indiquem 0, 25,
50, 75 € 100 % de aglutinaggo. A me-
dida de cada soro exprime-se em uni-
dades internacionais aglutinantes por

ml. Convém incluir na prova controlos
com Soro negativo e soro positivo di-
luido de forma a conter 30 unidades in-
ternacionais aglutinantes por ml.»

Artigo 2°

Os Estados-membros pordo em vigor as disposi¢Bes le-
gislativas, regulamentares e administrativas necessarias
para darem cumprimento 2 presente directiva, o mais tar-
dar até 30 de Setembro de 1985. Do facto informario
imediatamente a Comisso.

Artigo 3°

Os Estados-membros sdo destinatirios da presente direc-

Feito em Bruxelas em 11 de Dezembro de 1984.

Pelo Conselbo
. O Presidente
A. DEASY



