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DECISAO DA COMISSAO
de 10 de Dezembro de 2008

que altera o Anexo C da Directiva 64/432/CEE do Conselho e a Decisio 2004/226/CE no que se
refere aos testes para diagnéstico da brucelose bovina

[notificada com o milmero C(2008) 7642]

(Texto relevante para efeitos do EEE)

(2008/984CE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,
Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Europeia,

Tendo em conta a Directiva 64/432/CEE do Conselho, de 26 de
Junho de 1964, relativa a problemas de fiscalizacio sanitdria em
matéria de comércio intracomunitirio de animais das espécies
bovina e suina ('), nomeadamente o n.° 2, alinea b), do
artigo 6.° e o n.° 1, segundo pardgrafo, do artigo 16.°,

Considerando o seguinte:

(1) O Anexo C da Directiva 64/432/CEE define os métodos
para o diagnéstico da brucelose bovina a utilizar para o
controlo e a erradicagdo daquela doenca, para a vigilancia
e o acompanhamento, para a criagdo e a manutencio de
um estatuto de efectivos oficialmente indemnes de bru-
celose e ainda para a certificagdo exigida para o comércio
intracomunitdrio de bovinos.

(2) A Decisdo 2004/226|CE da Comissdo, de 4 de Margo de
2004, que aprova testes de detec¢do de anticorpos da
brucelose bovina no ambito da Directiva 64/432/CEE
do Conselho (%) aprova determinados testes de detecgdo
da brucelose bovina que podem ser utilizados em alter-
nativa ao teste de sero-aglutinacio (SAT) obrigatdrio para
a certificacdo de bovinos, em conformidade com o n.° 2,
alinea b), do artigo 6.° da Directiva 64/432/CEE.

(3) O ensaio com fluorescéncia polarizada (FPA) é um novo
teste para o diagndstico que foi incluido como um teste
prescrito para o comércio internacional no capitulo 2.4.3
(brucelose bovina) da sexta edicio (2008) do Manual de
testes de diagndstico e vacinas da Organizagdo Mundial
da Sadde Animal (OIE).

(4 A Comissdo solicitou a Autoridade Europeia para a Se-
guran¢a dos Alimentos (EFSA) a elaboracio de um pare-
cer cientifico sobre a adequabilidade do FPA para inclu-
sdo no Anexo C da Directiva 64/432/CEE.

() JO 121 de 29.7.1964, p. 1977/64.
() JO L 68 de 6.3.2004, p. 36.

)

(10)

(11)

Além disso, a Comissio solicitou a EFSA a avaliacdo da
adequabilidade do FPA e dos testes indicados no
artigo 1.° da Decisdo 2004/226/CE para efeitos de certi-
ficagdo de bovinos para o comércio intracomunitdrio.

Em 11 de Dezembro de 2006, o Painel da satde e do
bem-estar animal adoptou um parecer cientifico sobre os
métodos de diagnéstico da brucelose nos bovinos (?), no
qual concluiu que, com excepcio do SAT, os testes de
diagnéstico da brucelose bovina incluidos no Anexo C da
Directiva 64/432/CEE sdo adequados e devem permane-
cer como testes-padrdo para efeitos de certificacio dos
bovinos destinados ao comércio intracomunitdrio.

Todavia, visto que o SAT é o teste prévio ao transporte
no que se refere ao comércio de bovinos prescrito no
n.° 2, alinea b), do artigo 6.° da Directiva 64/432/CEE,
deve estar disponivel uma especificagdo técnica no Anexo
C da referida directiva.

Além disso, o parecer cientifico de 11 de Dezembro de
2006 concluiu que a sensibilidade e a especificidade do
FPA sdo compardveis as dos testes incluidos no Anexo C
da Directiva 64/432/CEE e foi também considerado ade-
quado para inclusio no referido anexo como um teste
normalizado para o diagndstico da brucelose nesses ani-
mais para o comércio intracomunitdrio.

Os métodos de polimerizacdo em cadeia recentemente
desenvolvidos, tal como descritos na sec¢do 1, alinea
d), do capitulo 2.4.3 da sexta edi¢do (2008) do Manual
de testes de diagndstico e vacinas da OIE, constituem
meios adicionais de detec¢do e identificacdo da Brucella
spp. e devem, por conseguinte, ser incluidos no Anexo C
da Directiva 64/432/CEE.

O Anexo C da Directiva 64/432/CEE e a Decisdo
2004/226/CE devem, por conseguinte, ser alteradas em
conformidade.

As medidas previstas na presente decisdo estdo em con-
formidade com o parecer do Comité Permanente da Ca-
deia Alimentar e da Satde Animal,

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

-1178620753812_1178620772731.htm
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ADOPTOU A PRESENTE DECISAO: polarizada (FPA), efectuados em conformidade com o dis-
, posto no Anexo C da Directiva 64/432/CEE.».
Artigo 1.°
O Anexo C da Directiva 64/432/CEE é substituido pelo texto do Artigo 3.0

anexo constante da presente decisdo. N o -
P Os Estados-Membros sdo os destinatdrios da presente decisdo.

Artigo 2.°

O artigo 1.° da Decisio 2004/226/CE passa a ter a seguinte

redaccdo: Feito em Bruxelas, em 10 de Dezembro de 2008.

«Artigo 1.°

. s : Pela Comissio
Sdo aprovados, para efeitos de certificagdo, os testes de fixa-
¢do do complemento, do antigénio brucélico tamponado [teste Androulla VASSILIOU
do Rosa Bengala (RBT)], ELISA e o ensaio com fluorescéncia Membro da Comissdo
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ANEXO

1. No anexo C da Directiva 64[432/CEE, os pontos 1, 2 e 3 sdo substituidos pelo seguinte:

2.1.

2.1.1.

«ANEXO C

BRUCELOSE

IDENTIFICACAO DO AGENTE

A demonstragdo, através de coloragdo 4cido-resistente modificada ou imunospecifica, de organismos com a
morfologia da Brucella em material de aborto, corrimentos vaginais ou no leite constitui um dado sugestivo de
brucelose, especialmente se for corroborada por testes serolégicos. Os métodos de polimerizacdo em cadeia
(PCR) constituem também meios adicionais de deteccdo.

Sempre que possivel, a Brucella spp. deve ser isolada com recurso a meios simples ou selectivos por cultura de
corrimentos uterinos, fetos abortados, secrecdes do tdbere ou tecidos seleccionados, tais como nddulos
linfiticos e 6rgdos reprodutores masculinos e femininos.

Apbs o isolamento, hd que identificar a espécie e biovar, através de lise com fagos efou de testes do
metabolismo oxidativo ou critérios de cultura, bioquimicos e serolégicos. A PCR pode constituir um método
quer complementar quer de biotipagem, com base em sequéncias gendmicas especificas.

A técnica e meios utilizados, a sua normalizacdo e a interpretacio dos resultados devem ser conformes as
especificagdes dos capitulos 2.4.3 (brucelose bovina), 2.7.2 (brucelose ovina e caprina) e 2.8.5 (brucelose
suina) da sexta edi¢do (2008) do Manual de testes de diagndstico e vacinas da OIE.

TESTES IMUNOLOGICOS
Normas

Para a preparacdo de todo o antigénio utilizado nos testes do Rosa Bengala (RBT), de sero-aglutinagdo (SAT),
de fixagdo do complemento (CFT) e do anel em leite (MRT) deve usar-se a estirpe n.° 99 (Weybridge) ou
1119-3 (USDA) da Brucella abortus biovar 1.

O soro-padrio de referéncia para os testes RBT, SAT, CFT e MRT ¢é o soro-padrdo de referéncia internacional
do OIE (OIEISS), anteriormente designado segundo soro-padrdo anti-Brucella abortus da OMS (ISADS).

Os soros-padrdo de referéncia para os ensaios de imunoabsorcdo enzimdtica (ELISA) sdo os seguintes:
— o OIEISS

— o soro-padrdo ELISA fracamente positivo do OIE (OIEELISAypSS),

— o soro-padrdo ELISA fortemente positivo do OIE (OIEELISAgpSS),

— o soro-padrdo ELISA negativo do OIE (OIEELISAySS).

(0]

@

soros-padrdo de referéncia para os ensaios com fluorescéncia polarizada (FPA) sdo os seguintes:

— o soro-padrdo ELISA fracamente positivo do OIE (OIEELISAypSS),

— o soro-padrdo ELISA fortemente positivo do OIE (OIEELISAgpSS),

— o soro-padrdo ELISA negativo do OIE (OIEELISAySS).

Os soros-padrdo enumerados nos pontos 2.1.3 e 2.1.4 encontram-se disponiveis no laboratério comunitdrio
de referéncia para a brucelose ou na Veterinary Laboratories Agency (VLA) de Weybridge (Reino Unido).



31.12.2008

Jornal Oficial da Unido Europeia

L 352/41

2.2

2.2.1.

2.2.2.
2.2.2.1.

2.2.2.2.

2.2.2.3.

2.2.3.
2.2.3.1.

2.2.3.2.

2.2.3.3.

O OIEISS, o OIEELISAySS, o OIEELISAgpSS e o OIEELISANSS sdo padrdes primdrios internacionais, a partir
dos quais devem ser estabelecidos padrdes secunddrios de referéncia nacionais de soros (“padrdes de trabalho”)
para cada um dos testes referidos no ponto 2.1.1 em cada um dos Estados-Membros.

Ensaios de imunoabsorcio enzimdtica (ELISA) ou outras provas de aglutinagio para a deteccio da
brucelose bovina no soro ou no leite.

Material e reagentes

A téenica utilizada e a interpretagdo dos resultados devem ter sido validadas em conformidade com os
principios estabelecidos no capitulo 1.1.4 da sexta edi¢gdo (2008) do Manual de testes de diagnéstico e
vacinas da OIE e tem de, no minimo, abranger testes laboratoriais e de diagndstico.

Normalizagdo do teste

Normalizagdo do procedimento de teste de amostras séricas especificas:

a) uma pré-diluicio de 1:150 (') do OIEISS, de 1:2 do OIEELISAypSS ou de 1:16 do OIEELISAgpSS utili-
zando-se um soro negativo (ou um agregado de soros negativos) tem de apresentar uma reac¢do positiva;

b) Uma pré-diluicio de 1:600 do OIEISS, de 1:8 do OIEELISApSS ou de 1:64 do OIEELISApSS utilizando-
-se um soro negativo (ou um agregado de soros negativos) tem de apresentar uma reac¢do negativa;

¢) O OIEELISANSS tem de apresentar sempre uma reaccdo negativa.
Normalizagdo do procedimento de teste de amostras de agregados de soro:

a) Uma pré-dilui¢io de 1:150 do OIEISS, de 1:2 do OIEELISAypSS ou de 1:16 do OIEELISApSS utilizando-
-se um soro negativo (ou um agregado de soros negativos), subsequentemente diluida em soros negativos o
ntimero de vezes correspondente ao nimero de amostras que compdem o agregado, tem de apresentar
uma reaccdo positiva;

b) O OIEELISANSS tem de apresentar sempre uma reac¢do negativa;

¢) O teste deve ser adequado para detectar dados sugestivos de infeccdo num sé animal de um grupo de
animais cujas amostras de soro foram agregadas.

Normalizagdo do procedimento de teste de amostras de agregados de leite ou soro de leite:

a) uma pré-diluicio de 1:1 000 do OIEISS, de 1:16 do OIEELISAywpSS ou de 1:125 do OIEELISA¢pSS
utilizando-se um soro negativo (ou um agregado de soros negativos), subsequentemente diluida a 1:10
em leite negativo, tem de apresentar uma reacgio positiva;

b) O OIEELISANSS diluido a 1:10 em leite negativo tem de apresentar sempre uma reaccdo negativa;

¢) O teste deve ser adequado para detectar dados sugestivos de infec¢gdo num sé animal de um grupo de
animais cujas amostras de soro foram agregadas.

Condigdes de utilizagdo do teste ELISA no diagnéstico da brucelose bovina

Nas condicdes de calibracio indicadas nos pontos 2.2.2.1 e 2.2.2.2 para os testes ELISA de amostras séricas, a
sensibilidade diagnéstica dos testes ELISA deve ser superior ou igual a dos testes RBT ou CFT, tendo em conta
a situagdo epidemioldgica em que sdo utilizados.

Nas condi¢des de calibragdo indicadas no ponto 2.2.2.3 para os testes ELISA de amostras de agregados de
leite, a sensibilidade diagndstica dos testes ELISA deve ser superior ou igual a dos testes MRT, tendo em conta
ndo s6 a situagdo epidemioldgica, como também os sistemas de criagdo médios e extremos previstos.

Se os testes ELISA forem utilizados para efeitos de certificacdo, em conformidade com o disposto no n.° 1 do
artigo 6.°, ou para a determinagdo e manutencio do estatuto dos efectivos, em conformidade com o disposto
no ponto I1.10 do anexo A, a agregagdo de amostras séricas deve efectuar-se de molde a que os resultados dos
testes possam ser indubitavelmente relacionados com o animal especifico incluido no agregado. Os testes de
confirmacdo devem ser efectuados em amostras séricas de animais especificos.

(") Para efeitos do disposto no presente anexo, uma dilui¢do indicada para a elaboragdo de reagentes liquidos expressa, por exemplo, sob a
forma de 1:150 refere-se a uma diluigdo de 1 para 150.
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2.2.3.4. O teste ELISA pode ser utilizado numa amostra de leite retirada de uma colheita de leite proveniente de uma
exploragdo com pelo menos 30 % das vacas leiteiras em lactagdo. Se se recorrer aquele método, tém de ser
tomadas medidas que garantam que as amostras recolhidas para andlise possam ser indubitavelmente rela-
cionadas com os animais de que o leite provém. Os testes de confirmagdo devem ser efectuados em amostras
séricas de animais especificos.

2.3.  Teste de fixagio do complemento (CFT)

2.3.1. O antigénio ¢ constituido por uma suspensdo bacteriana em fenol-soro fisiologico [NaCl a 0,85 % (m/v) e
fenol a 0,5 % (v/v)] ou num tampdo veronal. Os antigénios podem ser fornecidos concentrados, desde que o
factor de diluigdo a utilizar esteja indicado no rétulo do frasco. O antigénio deve ser conservado a 4 °C e ndo
deve ser congelado.

2.3.2.  Os soros devem ser inactivados do seguinte modo:
— soro de bovino: 56 a 60 °C durante 30 a 50 minutos;
— soro de suino: 60 °C durante 30 a 50 minutos.

2.3.3.  Para que haja uma reac¢do genuina no ambito do teste, deve-se utilizar uma dose complementar superior a
dose minima necessdria para a hemdlise total.

2.3.4. O teste de fixacdo do complemento deve ser sempre acompanhado dos seguintes controlos:
a) Controlo do efeito anticomplementar do soro;
b) Controlo do antigénio;
¢) Controlo dos eritrdcitos sensibilizados;
d) Controlo do complemento;
e) Controlo da sensibilidade no inicio da reacgdo, utilizando-se um soro positivo;
f) Controlo da especificidade da reacgdo, utilizando-se um soro negativo.

2.3.5.  Cdleulo dos resultados

O OIEISS contém 1 000 unidades internacionais CFT (ICFTU) por ml. Se, num dado método, o OIEISS for
testado, o resultado deve ser apresentado sob a forma de titulo (ou seja, a dilui¢do directa mais elevada do
OIEISS dando 50 % de hemdlise, Topgs). O resultado do soro testado, apresentado sob a forma de titulo
(Tsoro testado), deve ser expresso em ICFTU por ml. Para converter o titulo em ICFTU, o factor (F) necessdrio
para a conversio em ICFTU do titulo de soro testado (Tsoro testado) por tal método é dado pela seguinte
formula:

F=1000 x 1/TOIEISS

e o teor de unidades internacionais CFT por ml de soro testado (ICFTUsoro testado) é dado pelo seguinte
férmula:

ICFTUsoro TESTADO = F * Tsoro TESTADO

2.3.6.  Interpretacdo dos resultados

E considerado positivo um soro com 20 ou mais Ul por ml.

2.4, Teste do anel em leite (MRT)

2.4.1. O antigénio ¢ constituido por uma suspensdo bacteriana em fenol-soro fisiologico [NaCl a 0,85 % (m/v) e
fenol a 0,5% (v/v)] corada com hematoxilina. O antigénio deve ser conservado a 4 °C e ndo deve ser
congelado.

2.4.2. A sensibilidade do antigénio tem de ser normalizada tomando como padrio o OIEISS, por forma a que o
antigénio produza uma reaccio positiva numa dilui¢do a 1:500 do OIEISS em leite negativo e uma reac¢do
negativa numa diluicdo a 1:1 000.
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2.4.3.

2.4.4.

2.4.5.

2.4.6.

2.4.7.

2.5.

2.5.1.

2.6.

2.6.1.

Devem ser submetidas a prova do anel amostras representativas do contedo de cada batedeira ou de cada
cisterna de leite da exploragdo.

As amostras de leite ndo devem ter sido congeladas, aquecidas ou sujeitas a agitagdo violenta.
A reacgdo deve efectuar-se de acordo com um dos seguintes métodos:

— numa coluna de leite de, pelo menos, 25 mm de altura e com um volume de leite de 1 ml, ao qual se
adicionaram 0,03 ou 0,05 ml de um dos antigénios corados padronizados,

— numa coluna de leite de, pelo menos, 25 mm de altura e com um volume de leite de 2 ml, ao qual se
adicionaram 0,05 ml de um dos antigénios corados padronizados,

— num volume de leite de 8 ml ao qual se adicionaram 0,08 ml de um dos antigénios corados padroni-
zados.

A mistura de leite e antigénio deve ser incubada a 37 °C durante 60 minutos, junto com padrdes de trabalho
positivos e negativos. A incubacdo a 4 °C 16 a 24 horas depois aumenta a sensibilidade do teste.

Interpretagdo dos resultados:
a) Reaccdo negativa: leite corado e nata nio corada;
b) Reaccio positiva:

— leite e nata com coloragdo idéntica, ou

— leite ndo corado e nata corada.

Teste do antigénio brucélico tamponado [teste do Rosa Bengala (RBT)]

O antigénio é constituido por uma suspensdo bacteriana num diluente de antigénio brucélico tamponado com
pH de 3,65 + 0,05, corada com o corante Rosa Bengala. O antigénio deve ser fornecido pronto a ser utilizado
e deve ser armazenado a 4 °C, sem ser congelado.

O antigénio deve ser preparado sem referéncia a concentragdo de células, devendo a sua sensibilidade ser
aferida por comparagdo com o OIEISS, por forma a que o antigénio produza uma reac¢do positiva com uma
dilui¢do sérica de 1:45 e uma reac¢do negativa com uma dilui¢do de 1:55.

O teste RBT deve ser efectuado do seguinte modo:

a) Misturam-se volumes iguais (20-30 pl) de soro e antigénio numa placa de porcelana ou esmaltada, por
forma a criar uma zona com aproximadamente 2 cm de didmetro. A mistura ¢ agitada suavemente
durante quatro minutos a temperatura ambiente, pesquisando-se entdo a aglutinagdo com uma boa fonte
de luz;

b) Podem ser utilizados métodos automatizados, desde que sejam pelo menos tdo sensiveis e precisos como o
método manual.

Interpretagdo dos resultados

Considera-se positiva qualquer reacgdo visivel, a menos que se verifique dessecacdo excessiva na periferia.
Todas as séries de testes devem incluir padrdes de trabalho positivos e negativos.

Teste de sero-aglutinacio (SAT)

O antigénio é uma suspensdo bacteriana em fenol-soro fisiologico [NaCl a 0,85 % (m/v) e fenol a 0,5 % (v/v)].
Nao deve ser utilizado formaldeido.

Os antigénios podem ser fornecidos concentrados, desde que o factor de dilui¢do a utilizar esteja indicado no
rétulo do frasco.

Pode adicionar-se EDTA a suspensdo de antigénio, até uma diluicdo final de 5 mM, para diminuir o nimero
de falsos positivos no teste de sero-aglutinacio. Subsequentemente, a suspensdo bacteriana deve ser reajustada
para um pH de 7,2.
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2.6.2.

2.6.3.

2.6.4.

2.6.5.

2.7.

2.7.1.

2.7.2.

3.1.

3.1.1.

O OIEISS contém 1 000 unidades internacionais de aglutinacio.

O antigénio deve ser preparado sem referéncia a concentracdo de células, devendo a sua sensibilidade ser
aferida por comparacgio com o OIEISS, por forma a que o antigénio produza uma aglutina¢io de 50 % com
uma diluicdo sérica final de 1:600 a 1:1 000, ou uma aglutinacdo de 75 % com uma diluicdo sérica final de
1:500 a 1:750.

Pode ser igualmente aconselhdvel comparar a reactividade dos novos lotes de antigénio com a dos jd
anteriormente padronizados, através de um painel de soros bem definidos.

O teste deve ser efectuado em tubos ou em microplacas. A mistura de diluicdes de antigénio e soro deve ser
incubada durante 16 a 24 horas a 37 °C.

Devem ser preparadas pelo menos trés dilui¢des para cada soro. As diluigdes do soro suspeito devem ser feitas
de forma a que a leitura da reacgdo no limite de positividade seja feita no tubo mediano (ou pogo, caso seja
utilizada uma microplaca).

Interpretagdo dos resultados

O grau de aglutinagdo brucélica do soro deve ser expresso em Ul por ml.
E considerado positivo um soro com 30 ou mais Ul por ml.

Ensaio com fluorescéncia polarizada (FPA)

O FPA pode ser efectuado em tubos de vidro ou numa placa de 96 pogos. A técnica utilizada, a sua
normalizacdo e a interpretacdo dos resultados tém de ser conformes as especificagdes do capitulo 2.4.3
(brucelose bovina) da sexta edi¢do (2008) do Manual de testes de diagnéstico e vacinas da OIE.

Normalizagdo do teste

O FPA deve ser normalizado de forma a que:
a) O OIEELISAgpSS e o OIEELISAypSS apresentem resultados positivos de forma coerente;

b) Uma pré-diluicio de 1:8 do OIEELISAwpSS ou de 1:64 do OIEELISApSS utilizando-se um soro negativo
(ou um agregado de soros negativos) apresentem sempre uma reaccdo negativa;

¢) O OIEELISANSS apresente sempre uma reacgao negativa.

Devem incluir-se em cada lote de testes: um soro fortemente positivo, um soro fracamente positivo e um
soro-padrdo de trabalho negativo (calibrados em funcdo dos soros padrido ELISA da OIE).

TESTES COMPLEMENTARES

Prova cutinea da brucelose (BST)

Condicdes de utilizagio da BST:

a) A prova cutanea da brucelose ndo deve ser utilizada na certificagio com vista ao comércio intracomu-

nitario;

b) A prova cutinea da brucelose é um dos testes mais especificos para a detecgdo de brucelose em animais
ndo vacinados, no entanto, o diagnéstico ndo pode assentar apenas em provas intradérmicas positivas;

¢) Devem ser considerados infectados ou suspeitos de estarem infectados os bovinos com resultados nega-
tivos num dos testes serologicos definidos no presente anexo e com resultado positivo na BST;

d) Os bovinos com um resultado positivo num dos testes seroldgicos definidos no presente anexo podem ser
sujeitos @ BST, para interpretar os resultados dos testes seroldgicos, nomeadamente se ndo puder ser
excluida uma reac¢do cruzada com outras bactérias em efectivos bovinos oficialmente indemnes ou
indemnes de brucelose.
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3.1.2. A prova deve utilizar uma preparacdo normalizada e definida de alérgeno da brucelose isenta de antigénio
lipopolissacaridico (LPS) liso, visto que este pode causar reac¢des inflamatorias inespecificas ou interferir com
testes seroldgicos subsequentes.

Os requisitos para a producdo de Brucellin devem cumprir o disposto na sec¢do C.1 do capitulo 2.4.3 da
sexta edi¢do (2008) do Manual de testes de diagndstico e vacinas da OIE.

3.1.3.  Procedimento de ensaio

3.1.3.1. Injecta-se intradermicamente na prega caudal, na pele do flanco ou na parte lateral do pescogo 0,1 ml de
alérgeno da brucelose.

3.1.3.2. Procede-se a leitura dos resultados ap6s 48-72 horas.

3.1.3.3. Antes da injec¢do e aquando da repeti¢io do exame, mede-se a espessura da pele no local de injecgdo com
um compasso de Vernier.

3.1.3.4. Interpretagdo dos resultados:
As reacgdes fortes sdo facilmente identificdveis pela tumefacgio e endurecimento locais.
Na BST, um aumento da espessura da pele de 1,5 a 2 mm deve ser considerado uma reac¢do positiva.

3.2 Ensaio de imunoabsorc¢io enzimdtica competitiva (CELISA)
3.2.1.  Condigdes de utilizacdo do ensaio cELISA

O ensaio cELISA ndo deve ser utilizado com vista a certificagdo para o comércio intracomunitario;

Os bovinos com um resultado positivo num dos testes seroldgicos definidos no presente anexo podem ser
sujeitos a um ensaio cELISA, para confirmar a interpretacdo dos resultados dos testes seroldgicos, nomeada-
mente se ndo puder ser excluida uma reac¢do cruzada com outras bactérias em efectivos bovinos oficialmente
indemnes ou indemnes de brucelose nem eliminar reac¢des devidas a anticorpos residuais produzidos em
resposta a vacinagdo com S19.

3.2.2.  Procedimento de ensaio

O ensaio deve ser efectuado em conformidade com o prescrito na sec¢gdo B.2 do capitulo 2.4.3 da sexta
edicdo (2008) do Manual de testes de diagndstico e vacinas da OIE.»

2. No anexo C da Directiva 64/432/CEE, o ponto 4.1 ¢ substituido pelo seguinte:

«4.1. Tarefas e responsabilidades

Incumbe aos laboratdrios nacionais de referéncia:

a) A aprovagio dos resultados dos testes de validacdo que comprovam a fiabilidade do método de teste utilizado
no Estado-Membro;

b) A determinagdo do niimero mdximo de amostras que podem ser agregadas nos kits ELISA utilizados;
¢) A calibragio de padrdes de trabalho, tal como referido no ponto 2.1.6;
d) Controlos de qualidade de todos os lotes de antigénios e kits ELISA utilizados no Estado-Membro;

e) Cooperar com o laboratério comunitdrio de referéncia para a brucelose e seguir as suas recomendagdes.»



