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en régimen de atribucién de rentas, el gravamen Unico
de actualizacion deberad ser satisfecho por los socios,
herederos, comuneros o participes, en la proporcidon.que
se deduzca de las normas o pactos aplicables en cada
caso vy, en su defecto, a partes iguales.

Disposicion transitoria unica. Actualizacion en el caso
de balances aprobados con anterioridad a la entrada
en vigor de la presente disposicion.

Las entidades cuyo primer balance cerrado con pos-
terioridad a la entrada en vigor del Real Decreto-ley
7/1996, de 7 de junio, hubiere sido aprobado con ante-
rioridad a la fecha de entrada en vigor del presente Real
Decreto, podran actualizar los elementos patrimoniales
que figuraron en aquel balance de acuerdo con lo pre-
visto en las citadas disposiciones. En este caso, las ope-
raciones de actualizacion deberan ser aprobadas dentro
de los seis meses siguientes a la entrada en vigor dél
presente Real Decreto. El gravamen unico de actuali-
zacion debera ser autoliquidado e ingresado dentro de
los veinticinco dias siguientes a la aprobacién de las
operaciones de actualizacién. La presentacion fuera de
plazo de la citada autoliquidacion sera causa invalidante
de las operaciones de actualizacion. '

Lo dispuesto en el parrafo antertor también sera de
aplicacidn a las entidades que hubiesen convocado sus
juntas generales con anterioridad a la fecha de entrada
en vigor del presente Real Decreto, siempre que dichas
juntas generales deban celebrarse dentro de los cuarenta
y cinco dias siguientes a la mencionada fecha.

El efecto de la actualizacidn se registrara, una vez
tomado el acuerdo, en los términos previstos en el pre-
sente Real Decreto, con efectos desde el dia primero
del ejercicio. '

Disposicion final primera. Presentacion del balance
actualizado e informacion complementaria.

Los sujetos pasivos que se hubiesen acogido a la
actualizacion de valores acompahnaran a la declaracion
por el Impuesto sobre Sociedades relativa al periodo
impositivo al que corresponda el balance actualizado o
por el Impuesto sobre la Renta de las Personas Fisicas
correspondiente al afio 1996, el balance actualizado y
la informacion compiementaria que con caracter general,
previo y con la antelacién suficiente se determine por
el Ministro de Economia y Hacienda. No obstante, tra-
tandose de personas fisicas que realicen actividades
empresariales no mercantiles o profesionales, acompa-
fiaran un resumen de los elementos patrimoniales actua-
lizados afectos a las mencionadas actividades.

Disposicion final segunda. Modelo de declaracion b‘el
gravamen dnico.

Se autoriza al Ministro de Economia y Hacienda para
aprobar el modelo de declaracion del gravamen unico.

Disposicion final tercera. Entrada en vigor.

La presente disposicion entrard en vigor el mismo
dia de su publicacion en el «Boletin Oficial del Estadon.
Dado en Madrid a 20 de diciembre de 1996.

JUAN CARLOS R.

Bl Vicepresidente Segundo del Gobierno
y Ministro de Economia y Hacienda,

RODRIGO DE RATO Y FIGAREDO

MINISTERIO DE TRABAJO
Y ASUNTOS SOCIALES

28537 CORRECCION de errores del Real Decreto
2016/1996, de 6 de septiembre, por el que
se establece el certificado de profesionalidad
de la ocupacion de minero de arranque de
carbon.

Advertido error en el texto del Real Decreto
2016/1996, de 6 de septiembre, por el que se establece
el certificado de profesionalidad de la ocupacion de mine-
ro de arranque de carbén, publicado en el «Boletin Oficial
del Estado» nimero 239, de fecha 3 de octubre de 1996,
se procede a efectuar la oportuna rectificacion:

En la pagina 29550, segunda columna, linea 36, el
criterio de ejecucién: «Preparar el pozo de monta e instalar
el transportador blindado y el cepillo sobre la maxima
pendiente en capas horizontales, para iniciar el arranque
del carb6n», debe entenderse publicado en la primera

columna de «realizaciones profesionales».

28538 CORRECCION de errores del Real Decreto
2026/1996, de 6 de septiembre, por el que
se establece el certificado de profesionalidad
de la ocupacion de empleado de gestidn finan-
ciera de empresa.

Observados errores en el texto del Real Decreto
2026/1996, de 6 de septiembre, por el que se establece
el certificado de profesionalidad de la ocupacién de
empleado de gestion financiera de empresa, publicado
en el «Boletin Oficial del Estado» nimero 245, de fecha
10 de octubre de 1996, se procede a efectuar las opor-
tunas rectificaciones:

En la pagina 30340, segunda columna, apartado
3.b) 1.2, segunda linea, donde dice: «..FP2.. », debe decir;
w.FP1.», '

En la pagina 30337, el titulo del moédulo 3 debe sus-
tituirse por el siguiente: «gestion de tesoreria (asociado
ala unidad de competencia: gestionar la tesoreria}».

MINISTERIO DE AGRICULTURA,
PESCA'Y ALIMENTACION

28539 REAL DECRETO 2611/1996, de 20 de
diciembre, por el que se regulan los progra-
mas nacionales de erradicacion de enferme-
dades de los animales.

La Ley de 20 de diciembre de 1952 sobre Epizootias
tiene como orientacion y finalidad implantar un sistema
de lucha antiepizodtica que permita la conservacion y
fomento de !a cabafia nacional, inspirandose en el pro-
greso cientifico logrado en la profilaxis y técnicas de
lucha contra las enfermedades del ganado y articulan-
dose, especialmente, a través de las camparias de sanea-
miento ganadero.
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|. Disposiciones generales

MINISTERIO DE AGRICULTURA,
PESCA'Y ALIMENTACION

17233 REAL DECRETO 1047/2003, de 1 de agosto,
por el que se modifica el Real Decreto
2611/1996, de 20 de diciembre, por el que
se regulan los programas nacionales de erra-
dicacion de enfermedades de los animales.

El Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre,
por el que se regulan los programas nacionales de erra-
dicacion de enfermedades de los animales, establece
en los articulos 22, 27 y 32 y 42 el régimen de movi-
miento de los animales de la especie bovina, ovina y
caprina, en funcion del resultado de la ejecucién de los
programas nacionales de erradicacion de la tuberculosis,
la leucosis enzodtica bovinas y brucelosis bovina, ovina
y caprina. En funcién de la favorable evoluciéon de estas
enfermedades en Espana, resulta necesario modificar
dicho régimen de movimientos de animales, tanto con
destino a vida como para sacrificio, dentro del territorio
nacional, con el establecimiento de previsiones mas
estrictas que redunden en un aumento de las explota-
ciones calificadas.

Adicionalmente, y de acuerdo con las nuevas técnicas
existentes, debe procederse a una modificacién puntual
en el régimen de las vacunaciones contra la brucelosis
bovina, asi como de las pruebas de diagndstico de dicha
enfermedad, al tiempo que se incluye como método de
diagndstico de la tuberculosis bovina el gamma-inter-
feréon. Por ultimo debe atenderse a la necesaria adap-
tacion del Real Decreto 2611/1996 a la Ley 8/2003,
de 24 de abril, de Sanidad Animal.

En la elaboracion de este real decreto han sido con-
sultadas las comunidades auténomas y los sectores afec-
tados.

En su virtud, a propuesta del Ministro de Agricultura,
Pesca y Alimentaciéon, de acuerdo con el Consejo de
Estado y previa deliberacion del Consejo de Ministros
en su reunion del dia 1 de agosto de 2003,

DISPONGO:

Articulo unico. Modificacion del Real Decre-
to 2611/1996, de 20 de diciembre, por el que se
regulan los programas nacionales de erradicacion de
enfermedades de los animales.

El Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre,
por el que se regulan los programas nacionales de erra-
dicacion de enfermedades de los animales, queda modi-
ficado como sigue:

Uno. El articulo 3 se sustituye por el siguiente:

«Articulo 3. Definiciones.

A efectos de lo dispuesto en este real decreto,
se entenderd por:

A) En lo que se refiere a la brucelosis en los
bovinos:

a) Explotaciones bovinas del tipo B;: las explo-
taciones en las que se desconocen los anteceden-
tes clinicos y la situacion en cuanto a la vacunacion
y a los controles seroldgicos en los dos ultimos
anos.

b) Explotaciones bovinas del tipo B,: las explo-
taciones en las que se conocen los antecedentes
clinicos, la situaciéon en cuanto a la vacunacion y
a los controles seroldgicos, y en las que se efectuan
pruebas de control de rutina para hacer pasar a
dichas ganaderias a los tipos B3 y B4.

Se considerara explotacién bovina del tipo B,
negativa aquella que, sin haber alcanzado aun la
calificaciéon de indemne u oficialmente indemne de
brucelosis bovina, todo el censo de la explotacion,
susceptible por su edad de ser examinado, haya
superado, con resultado favorable, al menos una
de las baterias de pruebas de diagndstico previstas
en el Real Decreto 1716/2000.

Se considerara explotacion bovina del tipo B
positiva aquella que, sin haber alcanzado aun la
calificacién de indemne u oficialmente indemne de
brucelosis bovina, al menos un animal, susceptible
por su edad de ser examinado, no haya sido some-
tido a la totalidad de las baterias de pruebas
de diagnodstico previstas en el Real Decre-
to 1716/2000, o no las haya superado con resul-
tado favorable.

c) Explotaciones bovinas del tipo Bs: las explo-
taciones indemnes de brucelosis segun lo estable-
cido en el Real Decreto 1716/2000.

d) Explotaciones bovinas del tipo B4: las explo-
taciones oficialmente indemnes de brucelo-
sis, segun lo establecido en el Real Decre-
to 1716/2000.

e) Explotaciones bovinas del tipo Bs: las explo-
taciones de tipo B3 o B4 a las que se les ha sus-
pendido la calificacién sanitaria, de conformidad
con lo dispuesto en el Real Decreto 1716/2000.

f) Explotaciones bovinas del tipo Bg: las explo-
taciones de tipo B3 0 B4 a las que se les ha retirado
la calificacién sanitaria, de conformidad con lo dis-
puesto en el Real Decreto 1716/2000.

B) En lo que se refiere a tuberculosis bovina:

a) Explotaciones bovinas del tipo T4: las explo-
taciones en las que se desconocen los anteceden-
tes clinicos y la situaciéon en cuanto a la reaccion
a la tuberculina, en los dos ultimos anos.
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b) Explotaciones bovinas del tipo T»: las explo-
taciones en las que se conocen los antecedentes
clinicos, la situaciéon en cuanto a la reaccidon de
la tuberculina y en las que se efectuan pruebas
de control de rutina para hacer pasar a dichas explo-
taciones al tipo Ts.

Se considerard explotacion bovina del tipo T,
negativa aquella que, sin haber alcanzado aun la
calificacion de oficialmente indemne de tubercu-
losis bovina, todo el censo de la explotacion, sus-
ceptible por su edad de ser examinado, haya supe-
rado, con resultado favorable, al menos una de las
pruebas de diagndstico previstas en el Real Decre-
to 1716/2000.

Se considerara explotaciéon bovina del tipo T,
positiva aquella que, sin haber alcanzado aun la
calificacién de oficialmente indemne de tubercu-
losis bovina, al menos un animal, susceptible por
su edad de ser examinado, no haya sido sometido
a la totalidad de las pruebas de diagndstico pre-
vistas en el Real Decreto 1716/2000, o no las
haya superado con resultado favorable.

c) Explotaciones bovinas del tipo T3: las explo-
taciones oficialmente indemnes de tuberculo-
sis, segun lo establecido en el Real Decre-
to 1716/2000.

d) Explotaciones bovinas del tipo Ts: las explo-
taciones de tipo T3 a las que se les ha suspendido
la calificacion sanitaria, de conformidad con lo dis-
puesto en el Real Decreto 1716/2000.

e) Explotaciones bovinas del tipo Tg: las explo-
taciones de tipo T3 a las que se les ha retirado
la calificacidn sanitaria, de conformidad con lo dis-
puesto en el Real Decreto 1716/2000.

C) En lo que se refiere a brucelosis ovina y
caprina por brucella melitensis:

a) Explotaciones ovinas y caprinas del tipo M:
las explotaciones en las que se desconocen los
antecedentes clinicos y la situacidn en cuanto a
la vacunacién y a los controles seroldgicos, en los
dos ultimos afos.

b) Explotaciones ovinas y caprinas del tipo M>:
las explotaciones en las que se conocen los ante-
cedentes clinicos, la situacién en cuanto a la vacu-
nacion y a los controles seroldgicos, y en las que
se efectlan pruebas de control de rutina para hacer
pasar a dichas ganaderias a los tipos M3 y Ma.

Se considerara explotacion bovina del tipo M-
negativa aquella que, sin haber alcanzado aun la
calificacién de indemne u oficialmente indemne de
brucelosis, todo el censo de la explotacién, sus-
ceptible por su edad de ser examinado, haya supe-
rado, con resultado favorable, al menos una de las
pruebas de diagndstico previstas en el Real Decre-
t02121/1993.

Se considerarad explotacién bovina del tipo M,
positiva aquella que, sin haber alcanzado aun la
calificacién de indemne u oficialmente indemne de
brucelosis, al menos un animal, susceptible por su
edad de ser examinado, no haya sido sometido
a la totalidad de las pruebas de diagnéstico pre-
vistas en el Real Decreto 2121/1993, o no las
haya superado con resultado favorable.

c) Explotaciones ovinas y caprinas del tipo Ma:
las explotaciones indemnes de brucelosis segun lo
establecido en el Real Decreto 2121/1993, de 3
de diciembre.

d) Explotaciones ovinas y caprinas del tipo My:
las explotaciones oficialmente indemnes de bruce-
losis, segun lo establecido en el Real Decre-
10 2121/1993, de 3 de diciembre.

e) Explotaciones bovinas del tipo Mg: las explo-
taciones de tipo M3 o My4 a las que se les ha sus-
pendido la calificacién sanitaria, de conformidad
con lo dispuesto en el Real Decreto 1716/2000.

f) Explotaciones bovinas del tipo Mg: las explo-
taciones de tipo M3 0 M4 a las que se les ha retirado
la calificacién sanitaria, de conformidad con lo dis-
puesto en el Real Decreto 1716/2000.

D) Animal sospechoso: todo bovino que pre-
sente sintomas que permitan sospechar la presen-
cia de brucelosis, tuberculosis, leucosis enzodtica
0 perineumonia contagiosa, y todo ovino y caprino
que presente sintomas que permitan sospechar la
existencia de brucelosis por brucella melitensis, y
respecto de los cuales no se ha confirmado ofi-
cialmente un diagndstico apropiado, o no se ha
confirmado oficialmente la existencia de una o mas
de estas enfermedades, o bien por otras razones
de caracter epidemiolégico, a juicio de la autoridad
competente, no se puede descartar la presencia
de cualquiera de las citadas enfermedades.

E) Autoridades competentes: La Direccidon
General de Ganaderia del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacidn serd la autoridad competente
en materia de elaboracion, planificacion y coordi-
nacion de los programas nacionales de erradicacion
de enfermedades de los animales e informara a
la Comision de la Unidon Europea de la incidencia
y evolucién de estas enfermedades, segun se esta-
blece en la normativa comunitaria.

Los 6rganos competentes de las comunidades
autdnomas serdn los responsables de la ejecucion
y desarrollo de dichos programas en el ambito de
sus respectivos territorios.

F) Medios de transportes: los vehiculos auto-
moviles, los vehiculos que circulen por railes, las
aeronaves, asi como las bodegas de los barcos o
contenedores para el transporte de animales vivos
por tierra, mar o aire.

G) Explotacion de cebo o cebadero: aquella que
no dispone de animales destinados a la reproduc-
cion y estd dedicada exclusivamente al engorde
de animales de la especie bovina, o de las especies
ovina y/o caprina, con destino posterior directo y
exclusivo a matadero. En las mismas instalaciones
del mismo cebadero no podran mezclarse animales
de la especie bovina con animales de las especies
ovina y/o caprina. Seran cebaderos calificados
aquellos con estatuto de oficialmente indemnes de
brucelosis bovina, oficialmente indemnes de tuber-
culosis bovina y oficialmente indemnes de leucosis
enzodtica bovina, o en el caso de las especies ovina
y caprina, aquellos con estatuto de oficialmente
indemnes de brucelosis.

H) Explotacion de precebo: aquella que uUnica-
mente dispone de animales de la especie bovina
de edad comprendida hasta los cuatro meses, y
cuyo destino directo posterior sélo puede ser el
matadero o un cebadero donde completen el pro-
ceso de engorde como ultimo paso antes de su
sacrificio. Seran explotaciones de precebo califica-
das aquellas con estatuto de oficialmente indemnes
de brucelosis bovina, oficialmente indemnes de
tuberculosis bovina y oficialmente indemnes de leu-
cosis enzoodtica bovina.

I) Explotacion bovina de reproduccion: aquella
que dispone de hembras reproductoras, destinadas
a la produccién de leche o de terneros para ser
vendidos al destete, o ser cebados. Sélo se abas-
tecerdn de explotaciones de reproduccion o de
recria de novillas. Las explotaciones de reproduc-
cién podran tener las siguientes orientaciones:
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a) Explotaciéon para produccion de leche: la que
tiene por objeto la produccién y, en su caso, comer-
cializacion de leche o productos lacteos, y en las
que se somete a las vacas a ordeno con tal finalidad.

b) Explotacion para produccion de carne: la que
tiene por objeto la produccion de terneros desti-
nados a la produccién de carne, de manera que
las vacas no son sometidas a ordefo con la finalidad
de comercializar leche o productos lacteos.

c) Explotacion para lidia: la dedicada a la pro-
duccioén y cria de ganado de raza de lidia, sin que
ello excluya que el destino de parte de los animales
que en ellos se cria pueda ser otro distinto a la
lidia.

d) Explotacion mixta: la que reline varias orien-
taciones productivas.

J) Explotacién bovina de recria de novillas: la
dedicada a la cria de bovinos hembra, que seran
destinados posteriormente sélo a la reproduccion
en una explotacion bovina de reproduccién.»

Dos. Elarticulo 14 se sustituye por el siguiente:
«Articulo 14. Vacunacion.

1. Queda prohibida la vacunacién contra la leu-
cosis enzodtica bovina, la perineumonia contagiosa
bovina, la brucelosis bovina y la tuberculosis.

2. Seran objeto de vacunacion obligatoria con-
tra la brucelosis por brucella melitensis los ovinos
y caprinos comprendidos entre los tres y seis meses
de edad. Para esta inmunizacién se utilizard la vacu-
na Rev-1 en concentraciones comprendidas en-
tre 1y 2 por 109 U.F.C., u otra vacuna oficialmente
aprobada.

Los animales de explotaciones calificadas ofi-
cialmente indemnes de brucelosis o indemnes de
brucelosis que tiendan a la consecucion de la cali-
ficacion de oficialmente indemnes quedan exclui-
dos de la obligatoriedad de la vacunacion.

3. No obstante lo anterior, podran establecerse
las siguientes excepciones:

a) En relacién con lo dispuesto en el aparta-
do 1 en lo referente a la brucelosis bovina, cuando
la situacion epidemioldgica de la enfermedad valo-
rada en cada region asi lo aconseje, se podra auto-
rizar la vacunacion de hembras de edad compren-
dida entre tres y seis meses, en determinadas areas
o explotaciones, con la vacuna B-19 u otra vacuna
oficialmente aprobada y autorizada a tal efecto.

b) Se podraeximir de la obligatoriedad de vacu-
nacioén establecida en el apartado 2 de este mismo
articulo, cuando la prevalencia anual en rebanos
alcance unos niveles tales que asi lo aconsejen.

c) Enlas areas con alta incidencia de brucelosis
en la especie humana, o en areas o explotaciones
aisladas donde exista alto riesgo de transmision
del agente etioldgico, podra realizarse una vacu-
nacién de emergencia en todos los animales de
la especie ovina y caprina situados en aquéllas,
como medida excepcional.

En todos estos casos, los 6rganos competentes
de las comunidades autbnomas que deseen aco-
gerse a estas excepciones lo someteran a la apro-
bacion del Comité Nacional del Sistema de Alerta
Sanitaria Veterinaria regulado en la Ley 8/2003,
de 24 de abril, de sanidad animal.

4. Las condiciones para la vacunacion de los
ovinos y caprinos entre tres y seis meses, contra
la brucelosis por brucella melitensis, y para la vacu-
nacion contra la brucelosis bovina de hembras
entre tres y seis meses, previstas respectivamente,

en el apartado 2 y en el parrafo a) del aparta-
do 3, serdn, sin perjuicio de las derivadas, en su
caso, de la autorizacién de comercializacién de la
vacuna de que se trate, las siguientes:

a) El almacenamiento, suministro, distribucién
y entrega de las vacunas se realizara exclusivamen-
te bajo control de los érganos competentes de las
comunidades autébnomas.

b) Ladistribuciéon de las vacunas antibrucelares
se realizard exclusivamente y con caracter gratuito
por los érganos competentes de las comunidades
autdnomas, de lotes oficialmente contrastados por
el Centro Nacional de Referencia para la brucelosis
en animales, y queda prohibida fuera de los labo-
ratorios fabricantes su tenencia, comercializacion
y venta.

c) Todos los lotes de vacunas antibrucelares
producidas por entidades situadas en el territorio
espanol deberadn estar contrastadas por el Centro
Nacional de Referencia para brucelosis en animales.
Si tras la contrastacion de dichos lotes de vacunas
el dictamen fuera no apto, se procedera a su des-
truccion bajo supervisién oficial.

d) Los animales vacunados deberan ser mar-
cados de forma que en todo momento se disponga,
como minimo, de su identificacion y de la fecha
de vacunacién.»

Tres. El articulo 22 se sustituye por el siguiente:

«Articulo 22. Movimiento y reposicion.

1. Después de la eliminacién de los bovinos
reaccionantes positivos, los érganos competentes
de las comunidades auténomas adoptaran las
medidas necesarias para que:

a) Ningun bovino pueda salir de la explotacién
afectada, salvo autorizacion de las autoridades
competentes para la salida de los bovinos desti-
nados a ser sacrificados sin demora.

b) Se efectuen en la explotacion de que se trate
examenes de deteccion de brucelosis, con objeto
de confirmar la eliminacién de la enfermedad, de
acuerdo con lo establecido en el articulo 19.1.c).

c) Larepoblacion de la explotacién inicamente
puede llevarse a cabo después de que los bovinos
de mas de 12 meses que queden en dicha explo-
tacion hayan presentado un resultado favorable a
uno o varios examenes de investigacién de la bru-
celosis. No obstante, para los bovinos vacunados,
dicho examen uUnicamente podra efectuarse a la
edad de 18 meses.

2. Los 6rganos competentes de las comunida-
des auténomas realizardn los controles oficiales,
previstos en la normativa vigente, a las explota-
ciones de los tipos B4 y B> hasta que alcancen
el estatuto sanitario del tipo B3 o B,.

3. Los drganos competentes de las comunida-
des auténomas adoptaran las medidas necesarias
para que se lleven a cabo Unicamente los siguientes
movimientos de animales, dentro del territorio
nacional, estando prohibidos el resto de movimien-
tos con excepcién de lo dispuesto en los aparta-
dos 4,5,6y7:

a) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo By, siempre que ademads sean del tipo Tj,
y oficialmente indemnes de leucosis enzodtica bovi-
na, podran tener sélo los siguientes destinos:

1.° Explotaciones del tipo B4, siempre que ade-
mas sean del tipo T3, y oficialmente indemnes de
leucosis enzodtica bovina, siempre que, en los 30 dias
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anteriores al traslado, los animales de mas de 12 me-
ses objeto de traslado hayan presentado un resul-
tado favorable a una de las pruebas previstas en
el anexo 2.

2.° Explotaciones del tipo B3, siempre que ade-
mas sean del tipo T3, y oficialmente indemnes de
leucosis enzodtica bovina, siempre que, en los 30 dias
anteriores al traslado, los animales de mas de 12 me-
ses objeto de traslado hayan presentado un resul-
tado favorable a una de las pruebas previstas en
el anexo 2.

3.° Explotaciones del tipo B, negativas, que
ademas sean del tipo T» negativas o T3, siempre
que, en los 30 dias anteriores al traslado, los ani-
males de mds de 12 meses objeto de traslado
hayan presentado un resultado favorable a una de
las pruebas previstas en el anexo 2.

4.° Ferias y mercados calificados, entendiendo
como tales los calificados como oficialmente
indemnes de brucelosis, que también lo estén como
oficialmente indemnes de tuberculosis y de leucosis
enzoodtica bovina. En el supuesto de que el destino
posterior a la feria o mercado sea para explotaciéon
de reproduccién o de recria de novillas, en los 30 dias
anteriores al traslado los animales de mas de 12 me-
ses objeto de traslado deberdn haber presentado
un resultado favorable a una de las pruebas pre-
vistas en el anexo 2.

5.° Ferias y mercados no calificados, siempre
que el destino inmediatamente posterior de los ani-
males sea exclusiva y directamente para matadero.

6.° Certdmenes ganaderos, siempre que se
cumplan las condiciones sanitarias previstas en la
normativa correspondiente, y se cumplan las
siguientes condiciones:

En los 30 dias anteriores al traslado, los animales
de mas de 12 meses objeto de traslado habran
presentado un resultado favorable a una de las
pruebas previstas en el anexo 2.

En los 30 dias anteriores al traslado, los animales
de mas de seis semanas objeto de traslado habran
presentado un resultado favorable a una prueba
de deteccidon de la tuberculosis, de acuerdo con
un método aprobado al efecto segun lo dispuesto
en el anexo 1.

En los 30 dias anteriores al traslado, los animales
objeto de traslado habran presentado un resultado
favorable a una prueba de deteccién de la leucosis
enzodtica bovina, de las comprendidas en el
anexo 3.

b) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo B3, siempre que ademas sean del tipo Tj,
y oficialmente indemnes de leucosis enzodtica bovi-
na, podran tener sélo los siguientes destinos:

1.° Explotaciones del tipo B3, siempre que ade-
mas sean del tipo Tz, y oficialmente indemnes de
leucosis enzodtica bovina, siempre que:

En el caso de los bovinos de mas de 12 meses,
hayan dado, en los 30 dias previos al traslado, un
resultado inferior a 30 unidades internacionales
aglutinantes por mililitro en una seroaglutinacion,
y un resultado negativo en una prueba de fijacion
del complemento con arreglo a la legislacién vigen-
te.

O tienen menos de 30 meses y han sido vacu-
nados con vacuna viva de la cepa 19, si dan un
resultado en la prueba de seroaglutinacién superior
a 30 pero inferior a 80 unidades internacionales
aglutinantes por mililitro, siempre que en la prueba
de fijacion del complemento den un resultado infe-
rior a 20 unidades CEE en todos los demds casos.

2.° Explotaciones del tipo B, negativas, que
ademas sean del tipo T, negativas o T3, siempre
que:

En el caso de los bovinos de mas de 12 meses,
hayan dado, en los 30 dias previos al traslado, un
resultado inferior a 30 unidades internacionales
aglutinantes por mililitro en una seroaglutinacion,
y un resultado negativo en una prueba de fijaciéon
del complemento con arreglo a la legislacion vigen-
te.

Tengan menos de 30 meses y han sido vacu-
nados con vacuna viva de la cepa 19, si dan un
resultado en la prueba de seroaglutinacién superior
a 30 pero inferior a 80 unidades internacionales
aglutinantes por mililitro, siempre que en la prueba
de fijacion del complemento den un resultado infe-
rior a 20 unidades CEE en todos los demds casos.

3.° Ferias y mercados del tipo B3, que también
sean del tipo T3 y oficialmente indemnes de leu-
cosis enzodtica bovina, siempre que todos los ani-
males que concurran en ese mismo dia procedan
de explotaciones radicadas en la misma comunidad
autdbnoma en que se ubica la feria o mercado, y
el destino inmediatamente posterior de los anima-
les sea exclusivamente:

Dentro de dicha comunidad auténoma.

O cebadero no calificado, o de forma directa
a matadero, radicados en otra comunidad auténo-
ma.

4.° Elresto de ferias y mercados no calificados,
siempre que el destino posterior de los animales
sea exclusiva y directamente para matadero.

5.° Certdmenes ganaderos, siempre que se
cumplan las condiciones sanitarias previstas en la
normativa correspondiente, y se cumplan las
siguientes condiciones:

En los 30 dias anteriores al traslado, los animales
objeto de traslado habran presentado un resulta-
do favorable a una de las pruebas previstas en el
anexo 2.

En los 30 dias anteriores al traslado, los animales
objeto de traslado habran presentado un resultado
favorable a una prueba de detecciéon de la tuber-
culosis, de acuerdo con un método aprobado al
efecto segun lo dispuesto en el anexo 1.

En los 30 dias anteriores al traslado, los animales
objeto de traslado habran presentado un resultado
favorable a una prueba de deteccion de la leuco-
sis enzodtica bovina, de las comprendidas en el
anexo 3.

Todos los animales que concurran en ese mismo
dia procedan de explotaciones radicadas en la mis-
ma comunidad auténoma en que se ubica el cer-
tamen, y el destino inmediatamente posterior de
los animales sea exclusivamente dentro de dicha
comunidad autébnoma.

4. Los 6rganos competentes de las comunida-
des auténomas adoptaran las medidas necesarias
para que se lleven a cabo Unicamente los siguientes
movimientos de animales con destino a cebaderos
y explotaciones de precebo, y estan prohibidos el
resto de movimientos:

a) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo By, siempre que ademas sean del tipo Ts,
y oficialmente indemnes de leucosis enzodtica bovi-
na, podran tener como destino cualquier cebadero
y explotacién de precebo, con independencia de
su calificacion.
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b) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo B4, siempre que ademas sean del tipo T,
negativo, y oficialmente indemnes de leucosis
enzoodtica bovina, podran tener como destino sélo
cebaderos no calificados y explotaciones de pre-
cebo no calificadas.

c) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo B3, siempre que ademas sean del tipo T3
o T, negativo, y oficialmente indemnes de leucosis
enzootica bovina, podran tener como destino sélo
cebaderos no calificados y explotaciones de pre-
cebo no calificadas.

d) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo B, negativas, que ademas sean del tipo
T3 o T, negativas, podran tener como destino sélo
cebaderos no calificados y explotaciones de pre-
cebo no calificadas.

5. Los érganos competentes de las comunida-
des autébnomas adoptaran las medidas necesarias
para que se permita el movimiento directo a mata-
dero de animales procedentes de cualquier tipo de
explotacidn, salvo que por dichos érganos se haya
prohibido el citado movimiento. No obstante, los
mencionados érganos competentes podran exigir
que se realicen, con cardcter previo, pruebas de
deteccién de la brucelosis, la tuberculosis y/o la
leucosis enzodtica bovinas.

6. Los 6rganos competentes de las comunida-
des autébnomas adoptaran las medidas necesarias
para que se lleven a cabo Unicamente los siguientes
movimientos directos de animales desde explota-
ciones de precebo a cebaderos:

a) Desde explotaciones de precebo calificadas,
solo a cebaderos calificados o no calificados.

b) Desde explotaciones de precebo no califi-
cadas, sdlo a cebaderos no calificados.

7. El movimiento intracomunitario de los ani-
males se regira por lo dispuesto en el Real Decre-
to 1716/2000.»

Cuatro. El articulo 27 se sustituye por el siguiente:

«Articulo 27. Movimiento y reposicion.

1. Después de la eliminacién de los bovinos
reaccionantes positivos, los érganos competentes
de las comunidades auténomas adoptardn las
medidas necesarias para que:

a) Ningun bovino pueda salir de la explotacién
afectada, salvo autorizacidn de las autoridades
competentes para la salida de los bovinos desti-
nados a ser sacrificados sin demora.

b) Se efectien en la explotacion de que se trate
examenes de deteccién de la tuberculosis, con un
intervalo de seis meses tras el sacrificio del ultimo
animal de la explotacion positivo a las pruebas diag-
noésticas, al objeto de confirmar la eliminacion de
la enfermedad.

c) Larepoblaciéon de la explotacion inicamente
puede llevarse a cabo después de que los bovinos
de mas de seis semanas que queden en dicha explo-
tacion hayan presentado un resultado favorable en
uno o mas examenes de investigacion de tuber-
culosis.

2. Los 6rganos competentes de las comunida-
des autébnomas adoptaran las medidas necesarias
para que, en el marco del plan de erradicacion de
la tuberculosis, la prueba de deteccién de la tuber-
culosis, oficialmente controlada, y de acuerdo con
un método aprobado al efecto segun lo dispuesto
en el anexo 1, sea efectuada cada seis meses, en

todos los bovinos de mas de seis semanas de edad,
en las explotaciones de los tipos T; y T,, hasta
gue alcancen el estatuto sanitario de explotacion
del tipo Ts.

3. El movimiento de animales se regird por lo
dispuesto en los apartados 3 a 7, ambos inclusive,
del articulo 22.»

Cinco. El articulo 32 se sustituye por el siguiente:

«Articulo 32. Movimiento y reposicion.

1. Después de la eliminacién de los bovinos
reaccionantes positivos, el érgano competente de
la comunidad auténoma correspondiente adoptara
las medidas necesarias para que:

a) Ningun bovino pueda salir de la explotacién
afectada, salvo autorizacién de los 6rganos com-
petentes de las comunidades auténomas para la
salida de los bovinos destinados a ser sacrificados
sin demora.

b) Se efectien en la explotacion de que se trate
examenes de deteccién de la leucosis enzodtica
bovina, con objeto de confirmar la eliminaciéon de
la enfermedad.

c) Larepoblacién de la explotacion inicamente
puede llevarse a cabo a partir de bovinos proce-
dentes de explotaciones oficialmente indemnes de
leucosis.

2. El movimiento de animales se regira por lo
dispuesto en los apartados 3 a 7, ambos inclusive,
del articulo 22.»

Seis. El articulo 42 se sustituye por el siguiente:

«Articulo 42. Movimiento y reposicion.

1. Después de la eliminacién de los ovinos y
caprinos, el érgano competente de la comunidad
auténoma adoptard las medidas necesarias para
que:

a) Ningun ovino y caprino pueda salir de la
explotacion afectada, salvo autorizacién de las auto-
ridades competentes para los ovinos y caprinos des-
tinados a ser sacrificados sin demora. No obstante,
el movimiento de los ovinos y caprinos de dicha
explotacidon podra ser autorizado por las autorida-
des competentes, siempre que los ovinos y caprinos
sean trasladados hacia cebadero y después exclu-
siva y directamente al matadero.

b) Se efectien en la explotacién de que se trate
examenes de deteccién de la brucelosis por bru-
cella melitensis, con objeto de confirmar la elimi-
nacion de la enfermedad.

c) La repoblacion de las explotaciones Unica-
mente puede llevarse a cabo después de que los
ovinos y caprinos de mds de seis meses o, en caso
de ser vacunados, de mas de 18 meses que queden
en dicha explotacion hayan presentado uno o varios
resultados favorables a las pruebas seroldgicas
segun lo establecido en el articulo 39.c).

2. Los 6rganos competentes de las comunida-
des auténomas realizaran los controles seroldgicos
oficiales a las explotaciones de los tipos M, y M»
hasta que alcancen el estatuto sanitario del tipo
M3 (0] M4.

3. Los drganos competentes de las comunida-
des auténomas adoptaran las medidas necesarias
para que se lleven a cabo Unicamente los siguientes
movimientos de animales, dentro del territorio
nacional, y quedaran prohibidos el resto de movi-
mientos con excepcién de lo dispuesto en los apar-
tados 4 y b:
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a) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo My podran tener sélo los siguientes des-
tinos:

1.° Explotaciones del tipo M.

2.° Explotaciones del tipo Ms.

3.° Explotaciones del tipo M> negativas.

4.° Ferias y mercados calificados, entendiendo
como tales los calificados como oficialmente
indemnes de brucelosis.

5.° Ferias y mercados no calificados, siempre
que el destino inmediatamente posterior de los ani-
males sea exclusiva y directamente para matadero.

6.° Certdmenes ganaderos, siempre que se
cumplan las condiciones sanitarias previstas en la
normativa correspondiente, y en los 30 dias ante-
riores al traslado los animales objeto de traslado,
en funcién de la edad prevista en la normativa
vigente, hayan presentado un resultado favorable
a una de las pruebas previstas en el anexo 5.

b) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo M3 podran tener sélo los siguientes des-
tinos:

1.° Explotaciones My, siempre que los anima-
les estén identificados individualmente segun lo dis-
puesto en el articulo 4.1.a) del Real Decre-
t02121/1993, de 3 de diciembre, no hayan estado
vacunados nunca contra la brucelosis o, si lo han
estado, que haya sido mas de dos anos antes. No
obstante, podran también ser introducidas hembras
de mas de dos afos que hayan sido vacunadas
antes de la edad de siete meses, siempre que hayan
sido aisladas en la explotacién de origen bajo con-
trol oficial y durante ese periodo hayan sufrido dos
pruebas, con un intervalo de seis semanas como
minimo, con arreglo al anexo C del citado real decre-
to, con resultados negativos.

2.° Explotaciones del tipo Ms.

3.° Explotaciones del tipo M, negativas.

4.° Ferias y mercados del tipo M3, siempre que
todos los animales que concurran en ese mismo
dia procedan de explotaciones radicadas en la mis-
ma comunidad auténoma en que se ubica la feria
o mercado, y el destino inmediatamente posterior
de los animales sea exclusivamente dentro de dicha
comunidad auténoma. No obstante, el destino pos-
terior podra ser a otra comunidad auténoma en
los siguientes supuestos:

Si se cumplen los requisitos previstos en este
parrafo b).1.°

O a cebaderos no calificados, o de forma directa
a matadero.

5.° Elresto de ferias y mercados no calificados,
siempre que los animales tengan como destino pos-
terior exclusiva y directamente matadero.

6.° Certdmenes ganaderos, siempre que se
cumplan las condiciones sanitarias previstas en la
normativa correspondiente, y se cumplan las
siguientes condiciones:

Que en los 30 dias anteriores al traslado, los
animales objeto de traslado, en funcion de la edad
prevista en la normativa vigente, hayan presentado
un resultado favorable a una de las pruebas pre-
vistas en el anexo 5.

Que todos los animales que concurran en ese
mismo dia deberan estar identificados individual-
mente segun lo dispuesto en el parrafo a) del apar-
tado 1 del articulo 4 del Real Decreto 2121/1993,
no habran estado vacunados nunca contra la bru-
celosis o, si lo han estado, deberda haberlo sido mas

de 2 anos antes. No obstante, podran participar
también en los certamenes las hembras de mas
de 2 anos, de explotaciones M3, que hayan sido
vacunadas antes de la edad de 7 meses, siempre
que hayan sido aislados en la explotacién de origen
bajo control oficial y durante ese periodo hayan
sufrido dos pruebas, con un intervalo de 6 semanas
como minimo, con arreglo al anexo C del citado
real decreto, con resultados negativos.

4. Los 6rganos competentes de las comunida-
des auténomas adoptaran las medidas necesarias
para que se lleven a cabo Unicamente los siguientes
movimientos directos de animales con destino a
cebadero.

a) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo My podran tener como destino cualquier
cebadero, con independencia de su calificacién.

b) Los animales procedentes de explotaciones
del tipo M3 o del tipo M, negativas podran tener
como destino soélo cebaderos no calificados.

5. Los 6rganos competentes de las comunida-
des auténomas adoptaran las medidas necesarias
para que se permita el movimiento directo a mata-
dero de animales procedentes de cualquier tipo de
explotacion, salvo que por dichos 6rganos se haya
prohibido el citado movimiento. No obstante, los
mencionados érganos competentes podran exigir
que se realicen, con caracter previo, pruebas de
deteccién de la brucelosis ovina y caprina.

6. El movimiento intracomunitario de los ani-
males se regira por lo dispuesto en el Real Decre-
10 2121/1993, de 3 de diciembre.»

Siete. Se anade un Titulo V, con el siguiente con-
tenido:

«TITULO V
Régimen sancionador
Articulo 43. Infracciones y sanciones.

En el caso de incumplimiento de lo dispuesto
en este real decreto, sera de aplicacion el régimen
de infracciones y sanciones establecido en la
Ley 8/2003, de 24 de abril, de sanidad animal,
sin perjuicio de las posibles responsabilidades civi-
les, penales o de otro orden que pudieran con-
currir.»

Ocho. Se afiade una disposicion transitoria tercera,
con el siguiente contenido:

«Disposicién transitoria tercera. Movimiento de
reses de lidia dentro del territorio nacional.

Hasta tanto se aprueben normas especificas para
el movimiento, dentro del territorio nacional, del
ganado de lidia, éste se regira por las disposiciones
de este real decreto para el movimiento de animales
de la especie bovina.»

Nueve. Se anade una disposicion transitoria cuarta,
con el siguiente contenido:

«Disposicion transitoria cuarta. Vacunacion con-
tra la brucelosis.

1. Sin perjuicio de lo dispuesto en el aparta-
do 1 del articulo 14, hasta el 31 de diciembre
de 2005 podré autorizarse, como excepcion en lo
referente a la brucelosis bovina, cuando la situacién
epidemioldgica de la enfermedad valorada en cada
regién asi lo aconseje, la vacunacién de hembras,
en determinadas areas o explotaciones, con la vacu-
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na RB-51 respecto de la infeccién con brucella abor-
tus, y/o con la vacuna REV-1 respecto de la infec-
cion con brucella melitensis.

2. Los 6rganos competentes de las comunida-
des autdnomas que deseen acogerse a estas excep-
ciones lo someteran a la aprobacién del Comité
Nacional del Sistema de Alerta Sanitaria Veterinaria
regulado en el Real Decreto 1440/2001, de 21
de diciembre, por el que se establece el sistema
de alerta sanitaria veterinaria, en funcién de la com-
petencia que le corresponde segun lo establecido
en el articulo 5 de dicho real decreto.

3. Las condiciones para dicha vacunacion
seran, sin perjuicio de las derivadas, en su caso,
de la autorizacion de comercializacion de la vacuna
de que se trate, las siguientes:

a) El almacenamiento, suministro, distribucion
y entrega de las vacunas se realizara exclusivamen-
te bajo control de los 6rganos competentes de las
comunidades auténomas.

b) Ladistribucion de las vacunas antibrucelares
se realizara exclusivamente y con caracter gratuito
por los érganos competentes de las comunidades
auténomas, de lotes oficialmente contrastados por
el Centro Nacional de Referencia para la brucelosis
en animales, y queda prohibida fuera de los labo-
ratorios fabricantes su tenencia, comercializacion
y venta.

c) Todos loslotes de las vacunas antibrucelares
producidas por entidades situadas en el territorio
espanol deberan estar contrastadas por el Centro
Nacional de Referencia para brucelosis en animales.
Si tras la contrastacion de dichos lotes de vacunas
el dictamen fuera no apto, se procedera a su des-
truccién bajo supervisién oficial.

d) Los animales vacunados deberan ser mar-
cados de forma que en todo momento se disponga,
como minimo, de su identificacién y de la fecha
de vacunacion.

e) Las vacunas sélo podran ser utilizadas por
veterinarios oficiales o autorizados en el marco de
un programa de erradicacién de brucelosis bovina
aprobado por la Comision Europea de acuerdo con
el articulo 24 de la Decisién del Consejo
90/424/CEE.

f) Los érganos competentes de las comunida-
des autdénomas informaran periédicamente y de
modo detallado al Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentacion, para su envio a la Comisién de
la Union Europea y al resto de Estados miembros,
respecto del programa de vacunacion, en particular
del drea de vacunacion, de la edad de los animales
vacunados y del sistema que se aplique para la
identificacion de los animales vacunados.

g) En la base de datos SIMOGAN se marcara
a los animales vacunados.

h) Los 6rganos competentes de las comunida-
des auténomas velaran porque los animales vacu-
nados no sean objeto de comercio intracomuni-
tario, en particular mediante la aplicacion de méto-
dos adicionales de marcaje y registro de dichos
animales.

i) Los 6rganos competentes de las comunida-
des auténomas velaran por que, hasta que trans-
curran dos afios desde la Ultima vacunacioén de los
animales, en lo que se refiere al movimiento dentro
del territorio nacional, los animales vacunados uni-
camente puedan tener los siguientes movimientos,
y quedan prohibidos el resto:

1.° Con destino directo a otra explotacién en
la que se haya vacunado también a las hembras
de la especie bovina con la vacuna RB-51 para

la brucella abortus, o con la vacuna Rev-1 para
la brucella melitensis, o con destino directo a muni-
cipios o areas geograficas en que se haya vacunado
a las hembras de la especie bovina con dichas vacu-
nas y el sistema de explotacion sea mayoritaria-
mente extensivo con aprovechamiento comun de
pastos, siempre y cuando, asimismo, en ambos
casos, se hayan realizado a los animales, con caréc-
ter previo al movimiento, dos pruebas contra la
brucelosis, separadas por seis meses, con resul-
tados favorables.

2.° Con destino directo a cebadero.

3.° Con destino directo a matadero.

j) Los dérganos competentes en materia de sani-
dad animal de las comunidades auténomas infor-
maran a los érganos competentes en materia de
salud publica de la respectiva comunidad acerca
del uso de las vacunas y de los sistemas disponibles
de diagndstico y terapéuticos que se apliquen.»

Diez. Se sustituye el anexo 1 del Real Decre-
10 2611/1996 por el anexo | de este real decreto.

Once. Se sustituye el anexo 2 del Real Decre-
t0 2611/1996 por el anexo Il de este real decreto.

Disposicion final primera. Titulo competencial.

Este real decreto tiene caracter basico y se dicta al
amparo de lo dispuesto en el articulo 149.1.16.2 de la
Constitucién, por el que se atribuye al Estado la com-
petencia exclusiva en materia de bases y coordinacion
general de la sanidad.

Disposicién final segunda. Entrada en vigor.

El presente real decreto entrara en vigor el dia siguien-
te al de su publicacion en el «Boletin Oficial del Estado».

Dado en Palma de Mallorca, a 1 de agosto de 2003.
JUAN CARLOSR.

El Ministro de Agricultura, Pesca
y Alimentacion,

MIGUEL ARIAS CANETE

ANEXO |
«ANEXO 1

Diagnéstico de tuberculosis bovina
1. Identificacién del agente.

La presencia de Mycobacterium bovis (M. bovis),
agente de la tuberculosis bovina, en muestras cli-
nicas y de autopsia puede demostrarse examinando
frotis tenidos o mediante técnicas de inmunope-
roxidasa y confirmarse mediante cultivo del orga-
nismo en medio de aislamiento primario.

El material patolégico para la confirmacién de
M. bovis debe tomarse de ganglios linfaticos anor-
males y érganos parenquimatosos, como los pul-
mones, el higado, el bazo, etc. Cuando el animal
no presente lesiones patoldgicas, deberan recoger-
se muestras de los ganglios linfaticos retrofarin-
geos, bronquiales, mediastinicos, supramamarios y
mandibulares, asi como de algunos ganglios lin-
faticos mesentéricos y del higado, para su examen
y cultivo.

La identificaciéon de las cepas aisladas podra rea-
lizarse habitualmente determinando las propieda-
des bioquimicas y de cultivo. También podra
emplearse la reaccion en cadena de la polimerasa
para la deteccién del complejo de M. tuberculosis.
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Las técnicas de analisis del ADN pueden resultar
mas rapidas y fiables que los métodos bioquimicos
para la diferenciacion de M. bovis de otros miem-
bros del complejo de M. tuberculosis. La huella
genética permite distinguir entre diferentes cepas
de M. bovis y posibilitara la descripcion de patrones
del origen, transmisidon y propagacién de M. bovis.

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

2. Intradermotuberculinizacion.

Los derivados proteinicos purificados de la tuber-
culina que cumplan las normas establecidas en el
apartado 2.1 se utilizaran para realizar la intrader-
motuberculinizacién oficial con arreglo a los pro-
cedimientos mencionados en el apartado 2.2.

2.1 Normas aplicables a la tuberculina (bovina
y aviar).

2.1.1 Definicién.

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

2.1.2 Produccién.

Se obtiene a partir de fracciones hidrosolubles
preparadas calentando en vapor libre y filtrando
posteriormente cultivos de M. bovis o M. avium
(segun corresponda) en un medio liquido sintético.
La fraccién activa del filtrado, consistente princi-
palmente en proteinas, se aisla mediante precipi-
tacion, se lavay se vuelve a disolver. Puede anadirse
un conservante antimicrobiano que no produzca
reacciones positivas falsas, como el fenol. La pre-
paracion estéril final, libre de micobacterias, se dis-
tribuye asépticamente en recipientes de vidrio invio-
lables que se cierran después para evitar que se
contaminen. El preparado puede liofilizarse.

2.1.3 lIdentificacion del producto.

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

2.1.4 Pruebas.

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

2.1.4.2 Fenol: si el preparado que vaya a exa-
minarse contiene fenol, su concentracion no debe
ser superior a 5 g/I.

2.1.4.3 Efecto sensibilizante: emplear un grupo
de tres cobayas que no hayan sido tratados con
ningln material que pueda interferir con la prueba.
En tres ocasiones, a intervalos de cinco dias, inyec-
tar por via intradérmica a cada cobaya una dosis

del preparado que se vaya a examinar, equivalente
a b00 Ul en 0,1 ml. Entre 15 y 21 dias después
de la tercera inyeccioén, inyectar la misma dosis
(500 Ul) por via intradérmica a esos animales y
a un grupo de control de tres cobayas del mismo
peso a los que no se les haya inyectado previa-
mente tuberculina. Entre 24 y 28 horas después
de las ultimas inyecciones, las reacciones de los
dos grupos no son muy diferentes.

2.1.4.4 Toxicidad: emplear dos cobayas, cada
uno de los cuales debe pesar al menos 250 g,
que no hayan sido tratados previamente con ningun
material que pueda interferir con la prueba. Inyectar
por via subcutanea a cada animal 0,5 ml del pre-
parado que se vaya a examinar. Observar los ani-
males durante siete dias. En el periodo de obser-
vacion no se producen efectos anormales.

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

2.1.6. Actividad.

La actividad del derivado proteinico purificado
de la tuberculina (bovina y aviar) se determina com-
parando las reacciones producidas en cobayas sen-
sibilizados mediante la inyecciéon intradérmica de
una serie de diluciones del preparado que se vaya
a examinar con las producidas por concentraciones
conocidas de un preparado de referencia de deri-
vado proteinico purificado de tuberculina (bovina
o aviar, segun corresponda), calibrado en unidades
internacionales.

Para probar la actividad, sensibilizar como mini-
mo nueve cobayas albinos, cada uno de los cuales
debe pesar entre 400 y 600 g, mediante una inyec-
cién intramuscular profunda de 0,0001 mg de
masa hiumeda de M. bovis vivo de la cepa AND,
suspendida en 0,5 ml de una solucién de 9 g/I
de cloruro de sodio R, en el caso de la tuberculina
bovina, o una dosis adecuada de M. avium inac-
tivado o vivo, en el de la tuberculina aviar. Trans-
curridas al menos cuatro semanas tras la sensi-
bilizacion de los cobayas, afeitar los costados de
los animales para disponer de espacio para un maxi-
mo de cuatro puntos de inyeccién en cada lado.
Preparar diluciones del preparado que se vaya a
examinar y del preparado de referencia utilizando
una solucién salina isoténica amortiguadora de fos-
fatos (pH 6,5-7,5) que contenga 0,005 g/I de poli-
sorbato 80 R. Utilizar al menos tres dosis del pre-
parado de referencia y otras tantas del preparado
que vaya a examinarse. Escoger las dosis de modo
que las lesiones producidas tengan un didmetro
comprendido entre 8 y 25 mm. Distribuir aleato-
riamente las diluciones entre los puntos valiéndose
de un cuadrado latino. Inyectar cada dosis intra-
dérmicamente en un volumen constante de O,1
0 0,2 ml. Transcurridas entre 24 y 28 horas, medir
los didmetros de las lesiones y calcular el resultado
de la prueba utilizando los métodos estadisticos
habituales, basdndose en el supuesto de que los
didmetros de las lesiones son directamente pro-
porcionales al logaritmo de la concentracion de las
tuberculinas.

La prueba no serd valida a menos que los limites
de error (con una confianza P = 0,95) estén entre
el 50 y el 200 % de la actividad calculada. La
actividad calculada estara entre el 66 y el 150 %
de la actividad declarada de la tuberculina bovina.
La actividad calculada estard entreel 75y el 133 %
de la actividad declarada de la tuberculina aviar.
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La actividad declarada sera al menos igual a 20000
Ul/ml para ambas tuberculinas (bovina y aviar).

2.1.6 Almacenamiento.

Almacenar al abrigo de la luz, a una temperatura
de5+3 C.

2.1.7 Etiquetado.
La etiqueta debe indicar:

a) La actividad en unidades internacionales por
mililitro.

b) El nombre y la cantidad de las eventuales
sustancias afiadidas.

c) En el caso de preparados liofilizados:

1.° El nombre y volumen del liquido recons-
tituyente que debe anadirse.

2.° Que el producto debe utilizarse inmediata-
mente después de la reconstitucion.

2.2 Procedimientos de prueba.

2_.2.1 S_e_ consideraran intradermotuberculini-
zaciones oficiales:

a) Laintradermotuberculinizacion sencilla: esta
prueba requiere una unica inyeccién de tuberculina
bovina.

b) Laintradermotuberculinizacion de compara-
cioén: esta prueba requiere una inyecciéon de tuber-
culina bovina y una inyeccién de tuberculina aviar,
administradas simultdneamente.

2.2.2 La dosis de tuberculina inyectada sera:

a) Igual o superior a 2000 Ul de tuberculina
bovina.

b) Igual o superior a 2000 Ul de tuberculina
aviar.

2.2.3 El volumen de cada inyecciéon no reba-
sara los 0,2 ml.

2.2.4 Las tuberculinizaciones se realizaran
inyectando tuberculina en la piel del cuello. Los
puntos de inyeccion estaran situados en el limite
de los tercios anterior y medio del cuello. Cuando
se inyecte tuberculina aviar y bovina al mismo ani-
mal, el punto de inyeccién de la tuberculina aviar
estara situado a unos 10 cm del borde superior
del cuello y el de la tuberculina bovina, unos 12,5 cm
mas abajo en una linea aproximadamente paralela
a la del hombro o en lados diferentes del cuello;
tratandose de animales jovenes en los que no haya
espacio para separar suficientemente los puntos
de inyeccion en un lado del cuello, se administrara
una inyeccién a cada lado del cuello en puntos
idénticos, en el centro del tercio medio de éste.

2.2.5 La técnica de la tuberculinizacién y la
interpretacion de las reacciones serdn las siguien-
tes:

2.2.5.1 Técnica.

Los puntos de inyeccidn se rasuraran y limpiaran.
En cada zona rasurada se tomara un pliegue de
piel entre el indice y el pulgar, se medira con un
compas y se anotara el resultado. A continuacion
se inyectara la dosis de tuberculina siguiendo un
método que garantice que aquélla se administra
intradérmicamente. Podra utilizarse una aguja corta
estéril, con la parte biselada hacia fuera, de una
jeringuilla graduada que contenga tuberculina, que
se insertard oblicuamente en las capas mas pro-
fundas de la piel. Para confirmar si una inyeccién
se ha efectuado correctamente deberd palparse

una hinchazén del tamafio de un guisante en cada
punto de inyeccion. El grosor del pliegue de piel
de cada punto de inyeccién se medird de nuevo
72 horas (+/- 4 h) después de la inyeccion y se
anotara el resultado.

2.2.5.2 Interpretacién de las reacciones.

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

a) Reaccion negativa: sélo se observa una hin-
chazén limitada, con un aumento del grosor del
pliegue de piel no superior a 2 mm, sin signos
clinicos tales como edema difuso o extensivo, exu-
dacién, necrosis, dolor o inflamacién de los con-
ductos linfaticos de esa regién o de los ganglios
linfaticos.

b) Reaccion dudosa: no se observa ninguno de
los signos clinicos mencionados en el parrafo a)
y el aumento de grosor del pliegue de piel es supe-
riora 2 mm e inferior a 4.

c) Reaccion positiva: se observan signos clini-
cos de los mencionados en el parrafo a) o el grosor
del pliegue de piel del punto de inyeccidon aumenta
4 mm o mas.

2.2.5.3 La interpretacion de las intradermotu-
berculinizaciones oficiales sera la siguiente:

2.2.5.3.1 Intradermotuberculinizacién sencilla:

a) Positiva: reaccién bovina positiva como la
descrita en el parrafo c¢) del apartado 2.2.5.2.

b) Dudosa: reaccién dudosa como la descrita
en el parrafo b) del apartado 2.2.5.2.

c) Negativa: reaccion bovina negativa como la
descrita en el parrafo a) del apartado 2.2.5.2.

Los animales en los que la intradermotubercu-
linizacién sencilla haya dado resultados dudosos
serdn sometidos a otra tuberculinizacidon después
de un plazo minimo de 42 dias.

Los animales en los que esta segunda prueba
no dé resultados negativos se considerardn posi-
tivos.

Los animales en los que la intradermotubercu-
linizacién sencilla dé resultados positivos podran
someterse a una intradermotuberculinizacién de
comparaciéon si se sospecha la existencia de una
reacciéon positiva falsa o una reacciéon de interfe-
rencia.

2.2.5.3.2 Intradermotuberculinizacién de com-
paracion para la determinacion y el mantenimiento
de la calificacion de explotacion oficialmente libre
de tuberculosis:

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

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

c) Negativa: reaccion bovina negativa, o reac-
cién bovina positiva o dudosa pero que sea igual
o inferior a una reaccidn aviar positiva o dudosa,
y ausencia de signos clinicos en ambos casos.

Los animales en los que la intradermotubercu-
linizacién de comparacién haya dado resultados
dudosos deberan ser sometidos a otra tuberculi-
nizacion transcurrido un plazo minimo de 42 dias.
Los animales en los que esta segunda prueba no
dé resultados negativos se consideraran positivos.
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2.2.5.3.3 La calificacién de explotacion oficial-
mente libre de tuberculosis podrad suspenderse y
los animales procedentes de ella no podran ser
objeto de intercambios comerciales intracomuni-
tarios mientras no se determine la calificacién de
los animales siguientes:

a) Animales que se hayan considerado dudo-
sos en la intradermotuberculinizacion sencilla.

b) Animales que se hayan considerado posi-
tivos en la intradermotuberculinizacidon sencilla,
pero que deban someterse de nuevo a una prueba
por intradermotuberculinizacion de comparacion.

c) Animales que se hayan considerado dudo-
sos en la intradermotuberculinizacion de compa-
racion.

2.2.5.3.4 Cuando la legislacion comunitaria
exija que los animales se sometan a una intrader-
motuberculinizacion antes de su traslado, se inter-
pretard la prueba para que ninglin animal que mues-
tre un aumento del grosor del pliegue de la piel
superior a 2 mm o la presencia de signos clinicos
sea objeto de intercambios comerciales intracomu-
nitarios.

2.2.5.3.5 Para permitir la deteccién del maxi-
mo numero de animales infectados o enfermos de
una explotaciéon o una region, los Estados miembros
podran modificar los criterios para la interpretacion
de la prueba con el fin de mejorar la sensibilidad
de ésta considerando que todas las reacciones
dudosas mencionadas en el parrafo b) de los apar-
tados 2.2.5.3.1 y 2.2.5.3.2 son reacciones posi-
tivas.

3. Pruebas suplementarias.

Para permitir la deteccion del maximo ndmero
de animales infectados o enfermos de una explo-
tacién o una provincia, podra autorizarse el empleo
de la prueba de interferon gamma a que se refiere
el capitulo 2.3.3 (tuberculosis bovina) de la cuarta
ediciéon (2000) del Manual de normas para las prue-
bas de diagndstico y las vacunas de la Oficina Inter-
nacional de Epizootias, ademas de la tuberculini-
zacion.

4. Laboratorio Nacional de Referencia.

Se designa al Laboratorio Central de Sanidad
Animal (Laboratorio de Sanidad y Producciéon Ani-
mal) de Santa Fe (Granada), perteneciente al Minis-
terio de Agricultura, Pesca y Alimentacidon, como
centro nacional de referencia para la tuberculosis
en animales.

El Laboratorio Nacional de Referencia se encar-
gara, sin perjuicio de lo dispuesto en los articu-
los 9, 11 y 14, de la comprobaciéon oficial de las
tuberculinas o los reactivos a que se refieren los
apartados 2 y 3, dentro de Espana, para garantizar
que se ajustan a las normas anteriormente men-
cionadas.»

ANEXO Il
«ANEXO 2

Diagnéstico de brucelosis bovina
1. Identificacién del agente.

La demostracion, mediante tincién inmunoespe-
cifica o acido-resistente modificada, de la presencia
de organismos con morfologia de Brucella en mate-
rial procedente de abortos, flujo vaginal o leche
indica posibilidad de brucelosis, especialmente en

caso de que dicha demostracién se vea confirmada
por resultados de pruebas seroldgicas.

Una vez aislados los microorganismos, deben
identificarse la especie y el biovar mediante lisis
por fagos o pruebas del metabolismo oxidativo y
criterios de cultivo, bioquimicos y serolégicos.

Las técnicas y medios utilizados, su normaliza-
cion vy la interpretacion de los resultados deben
ajustarse a lo dispuesto en los capitulos 2.3.1 (bru-
celosis bovina) y 2.4.2 (brucelosis caprina y ovina)
de la cuarta edicién de 2000 del Manual de normas
para pruebas de diagnéstico y vacunas de la OIE.

2. Pruebas inmunoldgicas.
2.1 Patrones.

2.1.1 Para la preparacién de todos los antige-
nos utilizados en las pruebas de rosa de Bengala,
de aglutinacion del suero, de fijacion del comple-
mento y del anillo en leche debera utilizarse la cepa
Weybridge 99 o la cepa USDA 1119-3 del biovar 1
de Brucella abortus.

2.1.2 El suero patron de referencia para las
pruebas arriba mencionadas es el suero patrén de
referencia internacional de la OIE, anteriormente
denominado segundo suero anti-Brucella abortus
internacional de la OMS.

2.1.3 Los sueros patréon de referencia para las
pruebas ELISA son los siguientes:

a) El suero patron de referencia internacional
de la OIE.

b) El suero patron ELISA débilmente positivo
de la OIE.

c) El suero patréon ELISA fuertemente positivo
de la OIE.

d) El suero patrén ELISA negativo de la OIE.

2.1.4 Los sueros patréon arriba mencionados
pueden obtenerse en la Agencia de Laboratorios
Veterinarios (Veterinary Laboratories Agency, VLA)
de Weybridge (Reino Unido).

2.1.5 Los sueros patron mencionados en el
apartado 2.1.3 son patrones primarios internacio-
nales de los cuales deben establecerse para cada
prueba en cada Estado miembro patrones nacio-
nales secundarios de referencia (en adelante, “de
trabajo”).

2.2 Pruebas de inmunoabsorcion enzimatica
(ELISA) u otras pruebas aglutinantes para la detec-
cién de la brucelosis bovina en suero o leche.

2.2.1 Material y reactivos.

La técnica empleada y la interpretacién de los
resultados deberan haberse validado de conformi-
dad con los principios establecidos en el capitu-
lo 1.1.3 de la cuarta edicién de 2000 del Manual
de normas para pruebas de diagndstico y vacunas
de la OIE y deberan incluir al menos estudios de
laboratorio y de diagndstico.

2.2.2 Normalizacion de la prueba.

2.2.2.1 Normalizacion del procedimiento de la
prueba para muestras individuales de suero:

a) Una pre-dilucion al 1/150 (1) de suero
patron de referencia internacional de la OIE, una
pre-dilucién al 1/2 de suero patrén ELISA débil-
mente positivo de la OIE o una pre-dilucién al 1/16
de suero patron ELISA fuertemente positivo de la
OIE realizada en un suero negativo (o en una mezcla
de sueros negativos) debe dar reaccién positiva.

(1) A efectos de este anexo, las diluciones para preparar los reactivos liquidos
se expresan, por ejemplo, como 1/150, lo que indica una diluciéon de 1 en 150.
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b) Una pre-dilucion al 1/600 de suero patron
de referencia internacional de la OIE, una pre-di-
lucién al 1/8 de suero patrén ELISA débilmente
positivo de la OIE o una pre-dilucion al 1/64 de
suero patron ELISA fuertemente positivo de la OIE
realizada en un suero negativo (0 en una mezcla
de sueros negativos) debe dar reaccidon negativa.

c) El suero patrén ELISA negativo de la OIE
debe dar siempre reaccién negativa.

2.2.2.2 Normalizacion del procedimiento de la
prueba para muestras mezcladas de suero:

a) Una pre-dilucion al 1/150 de suero patrén
de referencia internacional de la OIE, una pre-di-
lucion al 1/2 de suero patron ELISA débilmente
positivo de la OIE o una pre-dilucién al 1/16 de
suero patréon ELISA fuertemente positivo de la OIE
realizada en un suero negativo (o en una mezcla
de sueros negativos) y diluida de nuevo en sueros
negativos por el nimero de muestras que com-
ponen la mezcla debe dar reaccién positiva.

b) El suero patron ELISA negativo de la OIE
debe dar siempre reaccién negativa.

c) La prueba debe ser capaz de detectar indi-
cios de infeccién en un solo animal del grupo de
animales de los que se hayan mezclado muestras
de suero.

2.2.2.3 Normalizacion del procedimiento de la
prueba para muestras mezcladas de leche o de
lactosuero:

a) Una pre-dilucién al 1/1000 de suero patrén
de referencia internacional de la OIE, una pre-di-
lucién al 1/16 de suero patron ELISA débilmente
positivo de la OIE o una pre-dilucién al 1/125 de
suero patréon ELISA fuertemente positivo de la OIE
realizada en un suero negativo (o en una mezcla
de sueros negativos) y diluida de nuevo al 1/10 en
leche negativa, debe dar reaccién positiva.

b) El suero patron ELISA negativo de la OIE
diluido al 1/10 en leche negativa debe dar siempre
reaccion negativa.

c) La prueba debe ser capaz de detectar indi-
cios de infeccion en un solo animal del grupo de
animales de los que se hayan mezclado muestras
de leche o de lactosuero.

2.2.3 Condiciones para el empleo de las prue-
bas ELISA en el diagnéstico de la brucelosis bovina:

2.2.3.1 Si se emplean las condiciones de cali-
bracién arriba mencionadas para las pruebas ELISA
con muestras de suero, la sensibilidad de diagnds-
tico de las pruebas ELISA debe ser igual o superior
a la de la prueba de rosa de Bengala o a la de
la prueba de fijacién del complemento, teniendo
en cuenta la situacion epidemioldgica en la que
se utilicen.

2.2.3.2 Si se emplean las condiciones de cali-
bracion arriba mencionadas para las pruebas ELISA
con muestras de leche mezcladas, la sensibilidad
de diagnéstico de las pruebas ELISA debe ser igual
o superior a la de la prueba del anillo en leche,
teniendo en cuenta no solo la situacion epidemio-
I6gica, sino también los sistemas de cria de ganado
medios y extremos que cabe esperar.

2.2.3.3 Silas pruebas ELISA se emplean para
la certificacién de conformidad con el articulo 6.1
del Real Decreto 1716/2000, o para el estable-
cimiento y mantenimiento del estatuto de un reba-
no de conformidad con el punto 11 de la parte Il
del anexo | de dicho real decreto, debe llevarse
a cabo una mezcla de muestras de suero de forma

que los resultados de las pruebas puedan vincularse
sin ningun género de dudas a los distintos animales
incluidos en el conjunto. Toda prueba de confir-
macion debe llevarse a cabo con muestras de suero
tomadas de animales por separado.

2.2.3.4 Las pruebas ELISA pueden utilizarse
con una muestra de leche tomada de la leche reco-
gida en una explotacién con al menos un 30 % de
vacas lecheras en fase de produccidon de leche.
Si se emplea este método, deben aplicarse medidas
a fin de que las muestras tomadas para su examen
puedan vincularse sin ningin género de dudas a
los distintos animales de los que procede la leche.
Toda prueba de confirmacién debe llevarse a cabo
con muestras de suero tomadas de animales por
separado.

2.3 Prueba de fijacion del complemento (FdC).

2.3.1 El antigeno consiste en una suspension
bacteriana en solucién salina de fenol [NaCl al
0,85 % (m/v) y fenol al 0,5 % (v/v)] o en solucién
amortiguadora de veronal. Los antigenos pueden
presentarse en forma concentrada, siempre que en
la etiqueta del frasco se indique el factor de dilucion
que debe utilizarse. El antigeno debe almacenarse
a 4 °C y no debe congelarse.

2.3.2 Los sueros deben inactivarse de la mane-
ra siguiente:

Suero bovino: a una temperatura de 56
a 60 °C entre 30 y 50 minutos.

2.3.3 Con objeto de provocar la reaccién genui-
na en el procedimiento de la prueba, se debe usar
una dosis de complemento superior a la minima
necesaria para lograr una hemolisis completa.

2.3.4 Al realizar la prueba de fijacién del com-
plemento, deben efectuarse cada vez los controles
siguientes:

a) Control del efecto anticomplementario del
suero.

b) Control del antigeno.

c) Control de los hematies sensibilizados.

d) Control del complemento.

e) Control de la sensibilidad al principio de la
reaccion, mediante un suero positivo.

f) Control de la especificidad de la reaccion,
mediante un suero negativo.

2.3.5 Calculo de los resultados.

El suero patrén de referencia internacional de
la OIE (OIEISS) contiene 1000 unidades interna-
cionales de prueba FdC por mililitro. Si este suero
patron se somete a prueba mediante un método
dado, el resultado se expresa como titulo (Toieiss).
El resultado de la prueba con el suero problema,
indicado como titulo (Tsuero problema), debe
expresarse en unidades internacionales de prueba
FAC por mililitro. El factor de conversion (F) nece-
sario para pasar el titulo de un suero problema
desconocido (Tsuero problema), examinado
mediante dicho método, a su expresién en unidades
internacionales de prueba FdC puede averiguarse
mediante la siguiente formula:

F= 1000 x 1 TOIEISS

y el contenido de unidades internacionales de prue-
ba FdC por mililitro de suero problema (UIPFdC-
suero problema) mediante la siguiente:

UIPFDCSUERO PROBLEMA = F X TSUERO
PROBLEMA
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2.3.6 Interpretacion de los resultados.

Se considera positivo un suero que contenga
20 o mas unidades internacionales de prueba FdC
por mililitro.

2.4 Prueba del anillo en leche.

2.4.1 El antigeno consiste en una suspension
bacteriana en solucién salina de fenol [NaCl al
0,85 % (m/v) y fenol al 0,5 % (v/v)] marcada con
hematoxilina. El antigeno debe almacenarse a 4 °C
y no debe congelarse.

2.4.2 La sensibilidad del antigeno debe estar
normalizada en relaciéon con el suero patrén de refe-
rencia internacional de la OIE, de forma que el anti-
geno dé reaccion positiva con una dilucion al
1/500 de este suero patrén en leche negativa,
mientras que con una diluciéon al 1/1000 dé reac-
cién negativa.

2.4.3 La prueba del anillo debe efectuarse con
muestras que representen el contenido de cada
cantara o de cada cisterna de la explotacion.

2.4.4 Las muestras de leche no deben haberse
congelado, calentado ni sometido a fuerte agita-
cion.

2.45 La reaccion debe llevarse a cabo utili-
zando uno de los métodos siguientes:

Con una columna de leche de al menos 25 mm
de altura y con un volumen de leche de 1 ml al
que se hayan anadido 0,03 ml o 0,05 ml de uno
de los antigenos marcados normalizados.

Con una columna de leche de al menos 25 mm
de altura y con un volumen de leche de 2 ml al
que se hayan anadido 0,05 ml de uno de los anti-
genos marcados normalizados.

Con un volumen de leche de 8 ml al que se
hayan anadido 0,08 ml de uno de los antigenos
marcados normalizados.

2.4.6 La mezcla de leche y antigenos debe
incubarse a 37 °C durante 60 minutos, junto con
patrones de trabajo negativo y positivo. La sen-
sibilidad de la prueba aumenta si se prorroga la
incubacién a 4 °C durante un periodo de entre 16
y 24 horas.

2.4.7 Interpretacion de los resultados:

a) Reaccién negativa: leche coloreada, nata
incolora.
b) reaccion positiva:

Leche y nata de idéntico color.
O leche incolora y nata coloreada.

2.5 Prueba de rosa de Bengala en placa.

2.5.1 El antigeno consiste en una suspensién
bacteriana en diluyente de antigeno de brucela tam-
ponado a un pH de 3,65 £ 0,05, marcado con
el colorante rosa de Bengala. El antigeno debe sumi-
nistrarse listo para su uso, debe almacenarse a 4 °C
y no debe congelarse.

2.5.2 El antigeno no se prepara en funciéon de
la concentracion celular, sino que su sensibilidad
debe normalizarse con relacién al suero patréon de
referencia internacional de la OIE de forma que
el antigeno dé reaccién positiva con una dilucion
de suero al 1/45 y reaccién negativa con una dilu-
cion al 1/5b5.

2.5.3 La prueba de rosa de Bengala en placa
debe realizarse de la manera siguiente:

a) Se mezclan 20-30 ul de suero con un volu-
men igual de antigeno en una placa blanca de por-
celana o de esmalte para obtener una zona con

un didmetro de 2 cm, aproximadamente. La mezcla
se agita suavemente durante 4 minutos a tempe-
ratura ambiente, tras lo que se observa con buena
iluminacién para ver si se ha producido aglutina-
cion.

b) Se puede utilizar un método automatizado,
pero debe ser al menos tan sensible y exacto como
el método manual.

2.5.4 Interpretacion de los resultados.

Toda reaccion visible debe considerarse positiva,
a menos que se observe un exceso de sequedad
alrededor de los bordes.

En cada serie de pruebas deben incluirse patro-
nes de trabajo positivos y negativos.

2.6 Prueba de aglutinacion del suero.

2.6.1 El antigeno consiste en una suspension
bacteriana en una solucion salina de fenol [NaCl
al 0,85 % (m/v) y fenol al 0,5 % (v/v)]. No debe
utilizarse formaldehido.

Los antigenos pueden presentarse en forma con-
centrada, siempre que en la etiqueta del frasco se
indique el factor de dilucién que debe utilizarse.

Se puede afiadir EDTA a la suspension de anti-
geno hasta alcanzar una dilucién final de prueba
de 5 mM para reducir el nivel de falsos positivos
en la prueba de aglutinacién del suero. Posterior-
mente, se debe reajustar el pH de 7,2 en la sus-
pensién de antigeno.

2.6.2 El suero patrén de referencia internacio-
nal de la OIE contiene 1000 unidades internacio-
nales de aglutinacion.

2.6.3 El antigeno no se prepara en funcion de
la concentracion celular, sino que su sensibilidad
debe normalizarse con relacion al suero patrén de
referencia internacional de la OIE de forma que
el antigeno produzca una aglutinacién del 50 %
con una dilucion final del suero entre el 1/600
y el 1/1000, o una aglutinacion del 75 % con
una dilucién final del suero entre el 1/500 vy el
1/750.

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

2.6.4 La prueba se realiza en tubos o en micro-
placas. La mezcla de antigeno y diluciones de suero
debe incubarse durante un periodo de 16 a 24
horas a 37 °C.

De cada suero deben prepararse al menos tres
diluciones. Las diluciones de suero sospechoso
deben realizarse de forma que la lectura de la reac-
cion al limite de positividad se realice en el tubo
intermedio (o en el pocillo intermedio en el caso
del método de las microplacas).

2.6.5 Interpretacion de los resultados.

El grado de aglutinacién de Brucella en un suero
debe expresarse en Ul/ml.

Se considera positivo un suero que contenga
30 o méas Ul/ml.

3. Pruebas complementarias.
3.1 Prueba cutdnea de la brucelosis.

3.1.1 Condiciones para el empleo de esta prue-
ba:

a) La prueba cutanea de la brucelosis no debe
emplearse para fines de certificacidon en el comercio
intracomunitario.
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b) Esta prueba es una de las mas especificas
para la deteccidon de la presencia de brucelosis en
animales no vacunados; no obstante, no se debe
realizar el diagndstico unicamente a partir de reac-
ciones intradérmicas positivas.

c) Debe considerarse que estan infectados los
animales de la especie bovina que se hayan some-
tido a una de las pruebas seroldgicas definidas en
este anexo con un resultado negativo y que reac-
cionen positivamente a la prueba cutanea de la
brucelosis.

d) Los animales de la especie bovina que se
hayan sometido a una de las pruebas seroldgicas
definidas en este anexo con un resultado positivo
pueden someterse a una prueba cutanea de la bru-
celosis para confirmar la interpretacion de los resul-
tados de las pruebas serolégicas, especialmente
cuando no pueda excluirse una reaccién cruzada
con anticuerpos de otras bacterias en el caso de
los rebanos indemnes de brucelosis u oficialmente
indemnes de brucelosis.

3.1.2 Laprueba debe llevarse a cabo mediante
un preparado alergénico de la brucelosis norma-
lizado y definido que no contenga lipopolisacarido
liso antigénico, ya que éste puede provocar reac-
ciones inflamatorias inespecificas o interferir con
pruebas serolégicas posteriores.

Un preparado de tales caracteristicas es la bru-
celina INRA, que procede de una cepa no lisa de
B. melitensis. Sus condiciones de produccién apa-
recen descritas detalladamente en la seccién B2
del capitulo 2.4.2 de la cuarta edicion de 2000
del Manual de normas para pruebas de diagndstico
y vacunas de la OIE.

3.1.3 Procedimiento de la prueba.

3.1.3.1 Seinyecta por via intradérmica un volu-
men de 0,1 ml de alergeno de la brucelosis en
el pliegue caudal, en la piel de la ijada o en un
lado del cuello.

3.1.3.2 La prueba se lee una vez transcurridas
de 48 a 72 horas.

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

3.1.3.4 Interpretacién de los resultados.

Las reacciones fuertes se reconocen facilmente
por la inflamacién y la induracion locales.

Se considera que la reaccion a la prueba cutanea
de la brucelosis es positiva si se produce un aumen-
to del grosor de la piel de 1,5 a 2 mm.

3.2 Prueba de inmunoabsorciéon enzimatica de
competiciéon (ELISAc).

3.2.1 Condiciones para el empleo de esta prue-
ba:

a) La ELISAc no debe emplearse con fines de
certificacién en el comercio intracomunitario.

b) La ELISAc ha mostrado tener mayor espe-
cificidad que, por ejemplo, la ELISA indirecta, y por
consiguiente puede usarse para confirmar la inter-
pretacion de los resultados de las pruebas sero-
l6gicas.

3.2.2 Procedimiento de la prueba.

La prueba debe realizarse de acuerdo con el
parrafo a) del apartado 2 del capitulo 2.3.1 de la
cuarta edicion de 2000 del Manual de normas para
pruebas de diagnéstico y vacunas de la OIE.

4. Laboratorio Nacional de Referencia.

4.1 El Laboratorio Central de Sanidad Animal
(Laboratorio de Sanidad y Producciéon Animal) de
Santa Fe (Granada), Camino del Jau s/n, 18320,
es el designado como Laboratorio Nacional de Refe-
rencia para la brucelosis en animales.

4.2 Tareas y responsabilidades. Las tareas y
responsabilidad del Laboratorio Nacional de Refe-
rencia, sin perjuicio de lo dispuesto en los articu-
los 9, 11y 14 y en la disposicidn transitoria cuarta,
son las siguientes:

a) Aprobacién de los resultados de los estudios
de validaciéon que demuestren la fiabilidad del méto-
do de prueba utilizado en Espana.

b) Determinaciéon del numero maximo de
muestras que deben mezclarse en las baterias de
ELISA utilizadas.

c) Calibracion de los sueros patréon nacionales
secundarios de referencia (“patrones de trabajo’)
frente al suero patrén primario internacional men-
cionado en el apartado 2.1.

d) Controles de calidad de todos los lotes de
antigenos y de baterias de ELISA utilizados en
Espana.

e) Cooperaciéon dentro de la red de laboratorios
nacionales de referencia para la brucelosis de la
Unién Europea.»

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

17234 ORDEN PRE/2440/2003, de 29 de agosto,
por la que se desarrolla la regulacion de la
tasa por asignacion del recurso limitado de
nombres de dominio bajo el codigo de pais
correspondiente a Espana (.es).

La disposicion adicional sexta de la Ley 11/1998,
de 24 de abril, General de Telecomunicaciones, atribuye
a la Entidad Publica Empresarial Red.es la gestion del
registro de nombres de dominio bajo el cédigo de pais
correspondiente a Esparia (.es).

Por el ejercicio de esta actividad, la Ley General de
Telecomunicaciones prevé la exaccidon de una tasa, la
tasa por la asignacién del recurso limitado de nombres
de dominio. El importe de los ingresos obtenidos por
esta tasa se destinara a financiar los gastos de la Entidad
Puablica Empresarial Red.es en el cumplimiento de sus
funciones, excepto la referida al fomento y desarrollo
de la Sociedad de la Informacién, ingresdndose, en su
caso, el excedente en el Tesoro Publico.

El apartado 10 de la disposicién adicional sexta de
la Ley General de Telecomunicaciones, modificado por
la disposicion final segunda de la Ley 34/2002, de 11
de julio, de Servicios de la Sociedad de la Informacion
y de Comercio Electrénico, regula los elementos esen-
ciales de la tasa por asignacion del recurso limitado de
nombres de dominio y los elementos de su cuantifica-
cion. Asimismo, remite a una Orden Ministerial la deter-
minacioén de la cuantia de la tasa; la fijacion del momento
en que se entienden admitidas las solicitudes de asig-
nacién y renovacion, determinante a efectos del devengo
de la tasa; la atribucion a Red.es de su gestidén recau-
datoria y la regulacion del procedimiento para su liqui-
dacién y pago, senalando que los modelos de decla-
racion, plazos y formas de pago de la tasa se aprobaran
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. DISPOSICIONES GENERALES

MINISTERIO DE MEDIO AMBIENTE, Y MEDIO RURAL
Y MARINO

13174 Orden ARM/2166/2009, de 29 de julio, por la que se modifica el anexo 2 del
Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre, por el que se regulan los
programas nacionales de erradicacion de enfermedades de los animales.

El Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre, por el que se regulan los programas
nacionales de erradicacion de enfermedades de los animales, establece en su anexo 2 los
métodos de diagndstico de la brucelosis bovina, en aplicacién de lo previsto en el anexo C
de la Directiva 64/432/CEE, del Consejo, de 26 de junio de 1964, relativa a problemas de
policia sanitaria en materia de intercambios intracomunitarios de animales de las especies
bovina y porcina, y de la Decision 2004/226/CE, de la Comisién, de 4 de marzo de 2004,
por la que se autorizan pruebas para la deteccién de anticuerpos de la brucelosis bovina
en el ambito de la Directiva 64/432/CEE del Consejo.

Tras la inclusién del ensayo de fluorescencia polarizada como nueva prueba de
diagndstico afadida a las prescritas para el comercio internacional en el capitulo 2.4.3
(brucelosis bovina) del Manual de las Pruebas de Diagnostico y de las Vacunas para los
Animales Terrestres, sexta edicion, de 2008, de la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE), y en funcion del dictamen cientifico de la Comisién Técnica de Salud y
Bienestar de los Animales de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), se
ha aprobado la Decision 2008/984/CE, de la Comision, de 10 de diciembre de 2008, por la
que se modifican, en lo que respecta a las pruebas de diagndstico de la brucelosis bovina,
el anexo C de la Directiva 64/432/CEE del Consejo y la Decision 2004/226/CE.

Sin perjuicio de la plena y directa aplicabilidad de dicha Decision, razones de seguridad
juridica hacen preciso modificar el anexo 2 del Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre,
en orden a adecuar su contenido al de la mencionada Decision.

En la elaboraciéon de esta norma han sido consultadas las comunidades auténomas y
las entidades representativas de los sectores afectados.

Esta orden se dicta al amparo de lo previsto en la disposicién final primera del Real
Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre, por el que se faculta al Ministro de Agricultura,
Pesca y Alimentacién, actual Ministra de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino, para
modificar los anexos del mismo.

En su virtud, dispongo:

Articulo Unico. Modificacion del anexo 2 del Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre,
por el que se regulan los programas nacionales de erradicacion de enfermedades de
los animales.

El anexo 2 del Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre, por el que se regulan los
programas nacionales de erradicacion de enfermedades de los animales, se sustituye por
el siguiente:

«ANEXO 2

Diagnostico de brucelosis bovina

1. Identificacion del agente.—La demostracion, mediante tincién inmunoespecifica o
acidorresistente modificada, de la presencia de organismos con morfologia de brucela en
material procedente de abortos, flujo vaginal o leche implica una presuncién de brucelosis,
especialmente si se corrobora con pruebas seroldgicas. Los métodos de reaccién en
cadena de la polimerasa ofrecen métodos de deteccién adicionales.

cve: BOE-A-2009-13174





BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO

Sabado 8 de agosto de 2009 Sec. I

Pag. 67653

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

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

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

2. Pruebas inmunoldgicas.
2.1 Estandares.

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

2.1.2 Para las pruebas del rosa de Bengala, de seroaglutinacién, de fijaciéon del
complemento y del anillo de leche se utilizara el suero estandar de referencia internacional
de la OIE, anteriormente denominado segundo suero anti-Brucella abortus internacional
de la OMS (ISAbS).

2.1.3 Los sueros estandar de referencia para los enzimoinmunoanalisis de adsorcién
(ELISA) seran los siguientes:

El suero estandar de referencia internacional de la OIE.

El suero estandar débilmente positivo de la OIE para ELISA.
El suero estandar fuertemente positivo de la OIE para ELISA.
El suero estandar negativo de la OIE para ELISA.

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

El suero estandar débilmente positivo de la OIE para ELISA.
El suero estandar fuertemente positivo de la OIE para ELISA.
El suero estandar negativo de la OIE para ELISA.

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

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

2.2 Enzimoinmunoandlisis de adsorcion (ELISA) u otros analisis de saturacion para
la deteccion de la brucelosis bovina en suero o leche.

2.2.1 Material y reactivos.—La técnica empleada y la interpretacion de los resultados
deberan haberse validado de conformidad con los principios establecidos en el capitulo
1.1.4 del Manual de las Pruebas de Diagnéstico y de las Vacunas para los Animales
Terrestres de la OIE, sexta edicion, de 2008, e incluiran al menos estudios de laboratorio
y de diagnéstico.
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2.2.2 Normalizacion de la prueba.

2.2.2.1 Normalizacion del procedimiento de prueba para muestras individuales de
suero:

a) Una predilucién al 1/150 (1) de suero estandar de referencia internacional de la
OIE, una predilucion al 1/2 de suero estandar débilmente positivo de la OIE para ELISA o
una predilucion al 1/16 de suero estandar fuertemente positivo de la OIE para ELISAen un
suero negativo (o0 en una mezcla de sueros negativos) deberan dar una reaccién positiva;

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

c) Elsuero estandar negativo de la OIE para ELISA debera dar siempre una reaccién
negativa.

2.2.2.2 Normalizacion del procedimiento de prueba para muestras mezcladas de
suero:

a) Una predilucién al 1/150 de suero estandar de referencia internacional de la OIE,
una predilucién al 1/2 de suero estandar débilmente positivo de la OIE para ELISA o una
predilucién al 1/16 de suero estandar fuertemente positivo de la OIE para ELISA en un
suero negativo (0 en una mezcla de sueros negativos) y diluidas de nuevo en sueros
negativos por el nimero de muestras que componen la mezcla deberan dar una reaccion
positiva;

b) El suero estandar negativo de la OIE para ELISA debera dar siempre una reaccion
negativa;

c) La prueba debera ser adecuada para detectar indicios de infecciéon en un solo
animal del grupo de animales cuyas muestras de suero se han mezclado.

2.2.2.3 Normalizacion del procedimiento de prueba para muestras mezcladas de
leche o de lactosuero:

a) Una predilucion al 1/1000 de suero estandar de referencia internacional de la OIE,
una prediluciéon al 1/16 de suero estandar débilmente positivo de la OIE para ELISA o una
predilucion al 1/125 de suero estandar fuertemente positivo de la OIE para ELISA en un
suero negativo (0 en una mezcla de sueros negativos) y diluidas de nuevo al 1/10 en leche
negativa deberan dar una reaccién positiva;

b) El suero estandar negativo de la OIE para ELISA diluido al 1/10 en leche negativa
debera dar siempre una reaccién negativa;

c) La prueba debera ser adecuada para detectar indicios de infecciéon en un solo
animal del grupo de animales cuyas muestras de leche o de lactosuero se hayan
mezclado.

2.2.3 Condiciones para la utilizacién de las pruebas ELISA en el diagnéstico de la
brucelosis bovina.

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

2.2.3.2 En las condiciones de calibraciéon para las pruebas ELISA indicadas en el
punto 2.2.2.3 sobre muestras mezcladas de leche, la sensibilidad de diagnéstico de dichas
pruebas debera ser igual o superior a la de la prueba del anillo de leche, teniendo en
cuenta no solo la situacién epidemiolégica, sino también los sistemas de cria de ganado
medios y previsiblemente extremos.

2.2.3.3 Silas pruebas ELISA se emplean para la certificacién de conformidad con el
articulo 6.1 del Real Decreto 1716/2000, de 13 de octubre, o para el establecimiento y
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mantenimiento del estatuto de un rebafio de conformidad con el punto 11 de la parte 1l del
anexo | de dicho real decreto, la mezcla de las muestras de suero debera realizarse de
forma que los resultados de las pruebas puedan vincularse sin ningun género de duda a
los distintos animales cuyas muestras se hayan mezclado. Toda prueba de confirmacion
debera efectuarse con muestras de suero tomadas de animales por separado.

2.2.3.4 Las pruebas ELISA podran utilizarse con una muestra de la leche recogida en
una explotaciéon que tenga al menos un 30% de vacas lecheras en fase de produccion de
leche. Si se emplea ese método, deberan aplicarse medidas para que las muestras
examinadas puedan vincularse sin ningun género de duda a los distintos animales de los
que procede la leche. Toda prueba de confirmacion debera efectuarse con muestras de
suero tomadas de animales por separado.

2.3. Prueba de fijacion del complemento (FAC).

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

2.3.2 Los sueros se inactivaran de la manera siguiente:

Suero bovino: 56 a 60 °C durante 30 a 50 minutos.
Suero porcino: 60 °C durante 30 a 50 minutos.

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

2.3.4 Al realizar la prueba de fijacion del complemento, se efectuaran, cada vez, los
controles siguientes:

a) Control del efecto anticomplementario del suero.

b) Control del antigeno.

c) Control de los eritrocitos sensibilizados.

d) Control del complemento.

e) Control de la sensibilidad, mediante un suero positivo, al principio de la reaccion.
f) Control de la especificidad de la reaccion, mediante un suero negativo.

2.3.5 Calculo de los resultados.—El suero estandar de referencia internacional de la
OIE (OIEISS) contiene 1000 unidades internacionales de prueba FAC por mililitro. Si este
suero se somete a prueba con un método concreto, el resultado se expresara mediante un
titulo (dilucién directa mas alta del suero estandar de referencia internacional de la OIE
que permita obtener una hemolisis del 50%, TOIEISS). El resultado de la prueba con el
suero problema indicado como titulo (TSUERO PROBLEMA) se expresara en unidades
internacionales de prueba FAC por mililitro. El factor de conversion (F) necesario para
pasar del titulo de un suero problema desconocido (TSUERO PROBLEMA) examinado
por dicho método a su expresion en unidades internacionales de prueba FdC podra
determinarse con la férmula siguiente:

F =1000 x 1/TOIEISS

y el contenido de unidades internacionales de prueba FAC por mililitro de suero problema
(UIPFACSUERO PROBLEMA) podra determinarse con la férmula siguiente:

UIPFdC =FxT

SUERO PROBLEMA SUERO PROBLEMA
2.3.6 Interpretacion de los resultados.—Se considerara positivo un suero que contenga
20 o mas unidades internacionales de prueba FAC por mililitro.
2.4 Prueba del anillo de leche.

2.4.1 El antigeno consiste en una suspension bacteriana en solucion salina de fenol
[NaCl al 0,85% (m/v) y fenol al 0,5% (v/v)] marcada con hematoxilina. El antigeno se
almacenara a 4 °C y no se congelara.
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2.4.2 La sensibilidad del antigeno debera estar normalizada con relacién al suero
estandar de referencia internacional de la OIE, de forma que el antigeno dé una reaccion
positiva con una dilucion al 1/500 de dicho suero estandar en leche negativa, mientras que
con una dilucion al 1/1000 la reaccion debera ser negativa.

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

244 Las muestras de leche no se habradn congelado, calentado ni agitado
fuertemente.

2.4.5 Lareaccién se provocara con uno de los métodos siguientes:

En una columna de leche de al menos 25 mm de altura y un volumen de leche de 1 ml
al que se habran afiadido 0,03 ml o0 0,05 ml de uno de los antigenos estandar marcados.

En una columna de leche de al menos 25 mm de altura y un volumen de leche de 2 ml
al que se habran afiadido 0,05 ml de uno de los antigenos estandar marcados.

En un volumen de leche de 8 ml al que se habran afiadido 0,08 ml de uno de los
antigenos estandar marcados.

2.4.6 Lamezcla de leche y antigenos debera incubarse a 37 °C durante 60 minutos,
junto con estandares de trabajo positivos y negativos. Posteriormente, una incubacién de
entre 16 y 24 horas a 4 °C aumentara la sensibilidad de la prueba.

2.4.7 Interpretacion de los resultados:

a) Reaccion negativa: leche coloreada, nata incolora.
b) Reaccién positiva: leche y nata de idéntica coloracion, o leche incolora y nata
coloreada.

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

2.5.1 El antigeno consiste en una suspensién bacteriana en diluyente de antigeno de
brucela amortiguado a un pH de 3,65 £ 0,05, marcado con el colorante rosa de Bengala.
El antigeno se suministrara listo para su uso, se almacenara a 4 °C y no se congelara.

2.5.2 El antigeno se preparara sin tener en cuenta la concentracién celular, pero su
sensibilidad debera estar normalizada con relaciéon al suero estdndar de referencia
internacional de la OIE de forma que el antigeno dé una reaccién positiva con una dilucion
de suero al 1/45 y una reaccion negativa con una dilucién al 1/55.

2.5.3 La prueba del rosa de Bengala se realizara de la manera siguiente:

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

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

2.5.4 |Interpretacion de los resultados.—Toda reaccion visible debera considerarse
positiva, a menos que haya un exceso de sequedad alrededor de los bordes. En cada
serie de pruebas se incluirdn estandares de trabajo positivos y negativos.

2.6 Prueba de seroaglutinacion.

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

No se utilizara formaldehido.

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

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

2.6.2 El suero estandar de referencia internacional de la OIE contiene 1000 unidades
internacionales de aglutinacion.
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2.6.3 El antigeno se preparara sin tener en cuenta la concentracién celular, pero su
sensibilidad debera normalizarse con relacion al suero estandar de referencia internacional
de la OIE de forma que el antigeno produzca una aglutinacion del 50% con una dilucién
final del suero del 1/600 al 1/1000, o una aglutinacion del 75% con una dilucion final del
suero del 1/500 al 1/750.

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

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

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

2.6.5 Interpretacion de los resultados.—El grado de aglutinacion de brucela en un suero
se expresara en Ul/ml. Se considerara positivo un suero que contenga 30 o mas Ul/ml.

2.7 Ensayo de fluorescencia polarizada.

2.7.1 El ensayo de fluorescencia polarizada podra efectuarse en un tubo de cristal o
una placa de 96 pocillos. La técnica utilizada, su normalizaciéon y la interpretacion de los
resultados deberan ser conformes a lo especificado en el capitulo 2.4.3 (brucelosis bovina)
del Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres
de la OIE, sexta edicion, de 2008.

2.7.2 Normalizacién de la prueba.—El ensayo de fluorescencia polarizada se
normalizara de tal manera que:

a) El suero estandar fuertemente positivo de la OIE para ELISA 'y el suero estandar
débilmente positivo de la OIE para ELISA den constantemente resultados positivos.

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

c) El suero estandar negativo de la OIE para ELISA dé siempre una reaccién
negativa.

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

3. Pruebas complementarias.
3.1 Prueba cutanea de la brucelosis.
3.1.1 Condiciones para el uso de la prueba cutanea de la brucelosis.

a) Laprueba cutanea de la brucelosis no se utilizara con fines de certificacion para el
comercio intracomunitario.

b) La prueba cutanea de la brucelosis es una de las mas especificas para la deteccion
de la presencia de brucelosis en animales no vacunados; no obstante, el diagndstico no
debera realizarse Unicamente a partir de reacciones intradérmicas positivas.

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

d) Los animales de la especie bovina que hayan dado un resultado positivo en una
de las pruebas serolégicas definidas en este anexo podran someterse a una prueba
cutanea de la brucelosis para corroborar la interpretacion de los resultados de las pruebas
seroldgicas, especialmente cuando no pueda excluirse una reaccion cruzada con
anticuerpos de otras bacterias en el caso de los rebafos indemnes de brucelosis u
oficialmente indemnes de brucelosis.

3.1.2 La prueba se realizara mediante un preparado alérgeno de la brucelosis
normalizado y definido que no contenga el antigeno lipopolisacarido liso, dado que este
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Ultimo puede provocar reacciones inflamatorias inespecificas o interferir con pruebas
serologicas posteriores. Las condiciones de produccion de brucelina seran conformes a lo
dispuesto en la seccion C1 del capitulo 2.4.3 del Manual de las Pruebas de Diagnéstico y
de las Vacunas para los Animales Terrestres de la OIE, sexta edicion, de 2008.

3.1.3 Procedimiento de la prueba.

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

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

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

3.1.3.4 Interpretacién de los resultados.—Las reacciones fuertes se reconocen
facilmente por la inflamacion y la induracion locales. Se considerara que la reaccioén a la
prueba cutanea de la brucelosis es positiva si se produce un aumento del grosor de la piel
de entre 1,5y 2 mm.

3.2 Enzimoinmunoanalisis de adsorcién competitivo (ELISAc).

3.2.1 Condiciones para el uso del ELISAc.—El ELISAc no se utilizara con fines de
certificacion para el comercio intracomunitario.

Los animales de la especie bovina que hayan dado un resultado positivo en una de las
pruebas serolégicas definidas en este anexo podran someterse a un ELISAc para corroborar la
interpretacion de los resultados de esa otra prueba serolégica, especialmente cuando no pueda
excluirse una reaccion cruzada con anticuerpos de otras bacterias en el caso de los rebafos
indemnes de brucelosis u oficialmente indemnes de brucelosis o para eliminar las reacciones
causadas por anticuerpos residuales producidos en respuesta a la vacunacion con B19.

3.2.2 Procedimiento de la prueba.—La prueba se efectuara segun lo prescrito en la
seccion B(2) del capitulo 2.4.3 del Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas
para los Animales Terrestres de la OIE, sexta edicion, de 2008.

4. Laboratorio nacional de referencia.

4.1 El Laboratorio Central de Sanidad Animal (Laboratorio de Sanidad y Produccién
Animal) ubicado en Santa Fe (Granada), Camino del Jau s/n, 18320, es el designado
como Laboratorio Nacional de Referencia para la brucelosis en animales.

4.2 Tareas y responsabilidades.—Las tareas y responsabilidad del Laboratorio
Nacional de Referencia, sin perjuicio de lo dispuesto en los articulos 9, 11 y 14 y en la
disposicion transitoria cuarta, del presente real decreto, y en el articulo 29 de la Ley 8/2003,
de 24 de abiril, son las siguientes:

a) La aprobacion de los resultados de los estudios de validacion que demuestren la
fiabilidad del método de prueba utilizado en Espana.

b) La determinacién del nimero maximo de muestras que deben mezclarse en las
baterias de ELISA utilizadas.

c) La calibracién de los estandares de trabajo contemplados en el punto 2.1.6.

d) los controles de calidad de todos los lotes de antigenos y de baterias de ELISA
utilizados en Espania.

e) La aplicacion de las recomendaciones del laboratorio comunitario de referencia
para la brucelosis y la cooperacion con dicho Laboratorio comunitario.

(1) A efectos de este anexo, las diluciones para preparar los reactivos liquidos se expresan con una
fraccion, por ejemplo 1/150, que indica una dilucion de 1 en 150.»

Disposicion final unica. Entrada en vigor.
Esta orden entrara en vigor el dia siguiente al de su publicacién en el «Boletin Oficial
del Estado».

Madrid, 29 de julio de 2009.—La Ministra de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino,
Elena Espinosa Mangana.
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Dichas campanas se confirmaron desde el principio
como el instrumento idoneo para llevar a cabo los tra-
bajos de saneamierto de la ganaderia, imponiendo tra-
tamientos sanitarios obligatorios, profildcticos o curati-
vos, para combatir, con caracter periodico u ocasional,
focos de enfermedades infecciosas o parasitarias gque
pudieran afectar a los animales.

La Unién Europea, en el marco de la Politica Agricola
Comun, establece como mecanismo esencial para lograr
la conservacién y fomento de la cabafia de los Estados
miembros los programas de erradicacion de enferme-
dades animales, que seran elaborados y presentados por
los distintos Estados, aprobados por la Comision de la
Union Europea y cofinanciados por los fondos comu-
nitarios. ' '

El Reglamento de 4 de febrero de 1955 de Epizootias
y sucesivas Ordenes ministeriales desarrollaron normas
y medidas complementarias para la ejecucion de las cam-
pafias de saneamiento y de diversos programas de erra-
dicacion. Esta pluralidad de normas sirvieron para
ampliar el desarrollo de estas campaiias y generalizar
su apoyo por parte del sector productor, a la vez que
adecuaban la normativa a los criterios que la Comunidad
Europea establecia respecto a programas nacionales
para la erradicacion de determinadas enfermedades ani-
males.

La importancia de los programas de erradicacion de
enfermedades animales en el saneamiento de la cabafia
nacional y la necesidad de dotarles de mayor eficacia
en su aplicacion y desarrollo hacen necesaria la pro-
mulgacién de este Real Decreto. Con él se pretende esta-
blecer las bases para la planificacion, coordinacion,
seguimiento y evaluacion de dichos programas, reco-
giendo en una unica disposicién las distintas normas
sobre esta materia, de acuerdo con las directrices esta-
blecidas en la Decisiéon 90/638/CEE, de 27 de noviem-
bre, por la que se establecen los criterios comunitarios
aplicables a las medidas de erradicacidn y vigilancia de
determinadas enfermedades de los animales.

Una de las medidas esenciales de este Real Decreto
es la creacidn de un Comité Nacional de Cooperacion
y Seguimiento de los Programas Nacionales de Erradi-
cacion de Enfermedades Animales, con la representacion
de las Comunidades Auténomas competentes para la
ejecucion de los mismos, en su caso. :

En la elaboracién del presente Real Decreto han sido
consultadas las Comunidades Auténomas vy los sectores
afectados.

El presente Real Decreto se dicta de acuerdo con
lo dispuesto en el artfculo 149.1.16.% de la Constitucién,
que atribuye al Estado la competencia exclusiva en mate-
ria de bases y coordinacion general de |a sanidad.

En su virtud, a propuesta de la Ministra de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, previa aprobacién del Ministro
de Administraciones Publicas, de acuerdo con el Consejo
de Estado y previa deliberacion del Consejo de Ministros
en su reunion del dia 20 de diciembre de 1996,

DISPONGO:

TiTULO |

Disposiciones generales

Articulo 1. Objeto.

El presente Real Decreto establece las normas para
la elaboracién, planificacién, coordinacidn, seguimiento
y evaluacién de los programas nacionales de erradica-
cion de enfermedades de los animales que seran de
obligado cumplimiento en todo el territorio del Estado.

Articulo 2. Ambito de aplicacién.

Se someterdn a programas hacionales de erradica-
cion de las enfermedades de los animales las siguientes
enfermedades: La brucelosis bovina, la tuberculosis bovi-
na, la leucosis enzodtica bovina, la perineumonia con-
tagiosa bovina y la brucelosis ovina y caprina por «bru-
cella melitensis». _

Asimismo, se podran establecer programas naciona-
les de erradicacion para cualquier otra enfermedad infec-
ciosa o parasitaria que determine el Comité Nacional
de Cooperacion y Seguimiento de los Programas Nacio-
nales de Erradicacién de las Enfermedades de los Ani-
males, regulado en el titulo Il de este Real Decreto.

Articulo 3. Definiciones.

A efectos de lo dispuesto en el presente Real Decreto,
se entendera por:

1. Enlo que se refiere a la brucelosis en los bovinos:

a) Explotaciones bovinas del tipo B,: Las explota-
ciones en las que se desconocen los antecedentes cli-
nicos y la situacién en cuanto a la vacunacién y a los
controles seroldgicos. _

b) Explotaciones bovinas del tipo B,: Las explota-
ciones en |las que se conocen los antecedentes clinicos,
la situacién en cuanto a la vacunacion y a los controles
serologicos, y en las que se efectiian pruebas de control
de rutina para hacer pasar a dichas ganaderfas a los
tipos B3 y Ba.

¢} Explotaciones bovinas del tipo Bs: Las explota-
ciones indemnes de brucelosis segan lo establecido en
el Real Decreto 379/1987, de 30 de enero, sobre cali-
ficacidn sanitaria de explotaciones de ganado bovino,
modificado por el Real Decreto 103/1990, de 26 de
enero.

d) Explotaciones bovinas del tipo B4 Las explota-
ciones oficialmente indemnes de brucelosis, segun lo
establecido en el Real Decreto 379/1987.

2. Enlo que se refiere a tuberculosis bovina:

a) Explotaciones bovinas del tipe Tq: Las explota-
ciones en las que se desconocen los antecedentes cli-
nicips y la situacion en cuanto a la reaccidn a la tuber-
culina.

b) Explotaciones bovinas del tipo T»: Las explota-
ciones en las que se conocen los antecedentes clinicos,
la situacion en cuanto a la reaccién de la tuberculina
y en las que se efectian pruebas de control de rutina
para hacer pasar a dichas explotaciones al tipo Ts.

c) Explotaciones bovinas del tipo Ta: Las explota-
ciones oficialmente indemnes-de tuberculosis, segin lo
establecido en el Real Decreto 379/1987.

3. En lo que se refiere a brucelosis ovina y caprina
por «brucella melitensis»;

a) Explotaciones ovinas y caprinas del tipo M;: Las
explotaciones en las que se desconocen los anteceden-
tes clinicos y la situacion en cuanto a la vacunacion
y a los controles serolégicos.

b) Explotaciones ovinas y caprinas del tipo Ma: Las
explotaciones en las que se conocen los antecedentes
clinicos, la situacion en cuanto a la vacunacion y a los
controles serolégicos, y en las que se efectian pruebas
de control de rutina para hacer pasar a dichas ganaderias
a los tipos M3 y M,.

c} Explotaciones ovinas y caprinas del tipo M3: Las
explotaciones indemnes de brucelosis segun lo estable-
cido en el Real Decreto 2121/1993, de 3 de diciembre,
relativo a normas de policia sanitaria que regulan los
tntercambios intracomuhnitarios y las importaciones de
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terceros paises de animales de las especies ovina y
caprina.

d) Explotaciones ovinas y caprinas del tipo Mj: Las
explotaciones oficialmente indemnes de brucelosis,
segdn lo establecido en el Real Decreto 2121/1993.

4. Animal sospechoso: Todo bovino que presente
sintomas que permitan sospechar la presencia de bru-
celosis, tuberculosis, leucosis enzodtica y perineumonia
contagiosa, y todo ovino y caprino que presente sintomas
gue permitan sospechar la existencia de brucelosis por
«brucella melitensis», y respecto de los cuales no se ha
confirmado oficiaimente un diagndstico apropiado, o no
se ha confirmado oficialmente la existencia de una o
mas de estas enfermedades.
. Autoridades competentes:

a) LaDireccion General de Sanidad de la Produccion
Agraria del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion sera la autoridad competente en materia de ela-
boracion, planificacion y coordinacion de los programas
nacionales de erradicacién de enfermedades de los ani-
males e informara a la Comision de la Union Europea
de la incidencia y evolucién de estas enfermedades,
segun se establece en la normativa comunitaria.

b) Los dérganos competentes de las Comunidades
Autdnomas seran los responsables de la ejecucién y
desarrollo de dichos programas en el &mbito de sus res-
pectivos territorios.

6. Medios de transportes: Los vehiculos automovi-
les, los vehiculos que circulen por railes, las aeronaves,
asi como las bodegas de los barcos o contenedores para
el transporte de animales vivos por tierra, mar o aire.

Articulo 4. Criterios de elaboracion de los programas.

Los programas nacionales de erradicaciéon de las
enfermedades contempladas en el &mbito de aplicacidn
de este Real Decreto, deberan ajustarse a los criterios
establecidos en el Decision 90/638/CEE, del Consejo,
de 27 de noviembre, por la que se establecen los criterios
comunitarios aplicables a las medidas de erradicacion
y vigilancia de determinadas enfermedades de los ani-
males. :

Articulo 5. Deber de informacion.

1. Todas las autoridades competentes deberan
emplear la infraestructura, el material y el personal nece-
sario para la coordinacion y eiecucion de los programas
nacionales de erradicacién de las enfermedades de tos
animales.

2. Los drganos competentes de las Comunidades
Auténomas deberan comunicar a ia Subdireccién Gene-
ral de Sanidad Animal dela Direccion General de Sanidad
de la Produccion Agraria las previsiones necesarias para
la elaboracién de los programas nacionales de erradi-
cacion, asi como los resultados de su aplicacion.

3. Los ganaderos o personas que tengan a su cargo
los animales, a requérimiento de los érganos compe-
tentes de las Comunidades Auténomas, deberan facilitar
toda clase de informacion sobre el estado sanitario de
los animales, asi como consentir y prestar la colaboracion
necesaria para la ejecucion de los programas nacionales
de erradicacion contemplados en este Real Decreto.

Asimismo, los ganaderos o personas que tengan a
su cargo los animales, comunicaran a los érganos com-
petentes de las Comunidades Auténomas la sospecha
de la existencia en los animales de alguna de las enfer-
medades contempladas en el ambito de aplicacion del
presente Real Decreto.

TiTULO N

El Comité Nacional de Cooperacion y Seguimiento
de los Programas Nacionales de Erradicacién de
: Enfermedades de los Animales

Articulo 6. Creacidn y adscripcion.

E! Comité Nacional de Cooperacién y Seguimiento
de los Programas Nacionales de Erradicacién de Enfer-
medades de los Animales se constituye como un 6rgano
de cooperacién adscrito, a efectos de su funcionamiento,
a la Direccién General de Sanidad de la Produccion Agra-
ria del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

Articulo 7. Composicion.

1. Elcitado Comité estara compuesto por;

a) Presidente: El Director general de Sanidad de la
Produccién Agraria del Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentacion.

b) Vicepresidente: Un _funcionario, con nivel orga-
nico minimo de Jefe de Area, del Ministerio de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion, designado a tal efecto
por el Director general de Sanidad de la Produccion Agra-
ria, que, en caso de vacante, ausencia, enfermedad o
cualquier otra causa legal, sustituira al Presidente.

¢) Vocales: Un representante de cada Comunidad
Auténoma.

Una vez nombrados estos vocales formaran parte del
Comité de forma plena y actuardn con voz y voto.

El Director general de Sanidad de la Produccidn Agra-
ria designara un funcionario destinado en un puesto de
trabajo adscrito a su centro directivo para actuar como
Secretario del Comité.

2. No obstante, cuando asi lo estime oportuno el
Presidente o el Comité Nacional de Cooperacion y Segui-
miento de los Programas Nacionales de Erradicacion de
Enfermedades de los Animales, podra solicitarse, en rela-
cion con un asunto determinado, el asesoramiento de
personas ajenas al mismo con reconocida calificacion
cientifica, asi como la colaboracion de entidades, aso-
ciaciones o agrupaciones cuyos intereses pudieran verse
afectados. ,

3. E! Comité Nacional de Cooperacidn y Seguimien-
to de los Programas Nacionales de Erradicacion de Enfer-
medades de los Animales se reunira, como minimo, cada
trimestre y con caracter extraordinario siempre gque el
Presidente lo estime oportuno o cuando sea solicitado
por una tercera parte de los vocales.

4, Adscrito al Comité Nacional de Cooperacitn vy
Seguimiento de los Programas Nacionales de Erradica-
cion de Enfermedades de los Animales funcionard un
Consejo Asesor, que tendra por finalidad analizar téc-
nicamente y elevar al Comité propuestas de acuerdo
sobre materias que termaticamente le correspondan o
le sean especificamente asignadas por aquél.

Este Consejo Asesor, sin perjuicio de lo dispuesto
en la normativa que lo desarrolie, estara integrado por
representantes de las Comunidades Auténomas, del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion y de las
organizaciones representativas de los intereses ganade-
ros y de la industria cérnica y lactea.

5. El Comité Nacional de Cooperacién y Seguimien-
to de los Programas Nacionales de Erradicacién de Enfer-
medades de los Animales, como érganc de cooperacion,
establecera sus propias normas de funcionamiento, sin
perjuicio de la aplicacion de lo dispuesto en el capitulo li
del titulo fl de la Ley 30/1992, de 26 de noviembre,
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del Régimen Juridico de las Administraciones Publicas
y del Procedimiento Administrativo Comun.

6. Elfuncionamiento del Comité Nacional y de! Con-
sejo Asesor sera atendido, en su casa, con Jos medios
materiales y personales disponibles de la Direccion Gene-
ral de Sanidad de la Produccidn Agraria.

Articulo 8. Funciones.

El Comité Nacional de Cooperacién y Seguimiento
de los Programas Nacionales de Erradicacién de Enfer-
medades de los Animales tendra como funciones:

a} Estudiar las medidas para ia erradicacién de las
enfermedades objeto de los programas nacionales de
erradicacion.

b) Seguir la evolucién de la situacidon epidemiolégica
de las enfermedades objeto de estos programas a partir
de los datos obtenidos por los drganos competentes
de las Comunidades Autdonomas en sus tareas de control
y vigilancia.

¢} Proponer las medidas pertinentes, en concreto,
sobre la investigacion epidemioldgica y las medidas de
control y erradicacion.

TITULO 1l

Ejecucion de ios programas nacionales
de erradicacién de enfermedades de los animales

CAPITULO |

Disposiciones relativas al diagnastico

Articulo 9. Laboratorios autorizados.

1. Los laboratorios oficiales en materia de sanidad
animal de las Comunidades Autonomas y los laboratorios
autorizados, a tal efecto, por los drganos competentes
de dichas Comunidades. son los Unicos que realizaran
=l diagndstico laboratorial, mediante la utilizacion de téc-
nicas analiticas oficialmente aprobadas, de tas muestras
destinadas al diagnéstico de las enfermedades contem-
pladas en el ambito de aplicacidén de este Real Decreto,
y que hayan sido obtenidas en dichas Comunidades
Auténomas. Los citados drganos competentes remitiran
a la Subdireccidn General de Sanidad Animal la lista
de los laboratorios oficiales y autorizados.

2. Los centros nacionales de referencia para cada
una de las enfermedades contempladas en el aparta-
do 1 del articulo 2 son los designados por el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion y que constan en
los anexos del presente Real Decreto, los cuales armo-
nizaran y acreditaran las técnicas oficiales de diagnéstico
a utilizar por los tabgratorios contemplados en el apar-
tado 1 de este articulo, mediante ensayos colaborativos.

3. Llos resultados analiticos de las muestras reci-
bidas en los laboratorios contemplados en los apartados
1 y 2 del presente articulo, deberdn comunicarse exclu-
sivamente a los drganos competentes de las Comuni-
dades Auténomas para que por los mismos se adopten
las medidas tegales previstas en su caso.

4. Los laboratorios que exclusivamente con fines
docentes o de investigacion, manipulen los agentes cau-
sales de las enfermedades contempladas en el ambito
de aplicacidn de este Real Decreto, deberan informar
regularmente dei resultado de sus actividades a los orga-
nos competentes de las Comunidades Auténomas, quie-
nes a su vez remitiran dicha informacion a la Subdi-
reccion General de Sanidad Animal.

Articulo 10. Msétodos de diagnostico.

El diagnéstico de la brucelosis bovina, la tuberculosis
bovina, leucosis enzoética bovina, perineumonia conta-
giosa bovina y brucelosis ovina y caprina por «brucella
melitensis», se realizara siguiendo lo dispuesto en los
anexos 1, 2, 3, 4 y b, respectivamente, del presente
Real Decreto.

Articulo 11.  Prohibicion de tratamientos y control de
antigenos de diagnéstico.

1. Queda prohibhido todo tratamiento terapéutico,
desensibilizante o aquellas practicas que pudieran alterar
o interferir'en el diagndstico de las enfermedades con-
templadas en el ambito de aplicacion de este Real De-
creto.

2. El control de la distribucion de los antigenos uti-
lizados para el diagndstico de las enfermedades con-
templadas en el ambito de aplicacién del presente Real
Decreto, se realizard exclusivamente y con carécter gra-
tuito por los drganos competentes de las Comunidades
Auténomas.

Queda prohibida la comercializacidn y venta de estos
praductos, asi como su tenencia, con excepcion de las
entidades elaboradoras y los laboratorios contemplados
en el articulo 9 del presente Rea! Decreto,

La utilizacion de estos antigenos queda reservada
exclusivamente a los [aboratorios citados en el parrafo
anterior.

3. Los lotes de antigenos y reactivos especificos de
diagnostico utilizados para la ejecucién de estos pro-
gramas, deberan ser previamente contrastados por el
centro nacional de referencia correspondiente a cada
enfermedad.

CAPITULO !l

Disposiciones generales sobre el desarrollo
de los programas nacionales de erradicacion

Articulo 12.  Notificacion obligatoria.

La sospecha y la confirmacién de las enfermedades
contempladas en el ambito de aplicacion del presente
Real Decreto deberan ser obligatoriamente notificadas
a través del cauce correspondiente.

Articulo 13.  Identificacion.

1. Se establece como obligatoria la identificacion
individua! de los animales que se sometan a los pro-
gramas nacionales de erfradicacion de enfermedades de
los animales, sin perjuicio de lo establecido en la legis-
lacion aplicable.

2. Los animales reaccionantes positivos a cualquie-
ra de las enfermedades contempladas en el articulo 2
del presente Real Decreto, serdan marcados obligatoria-
mente bajo control de los drganos competentes de las
Comunidades Auténomas, con una marca oficialmente
aprobada en forma de «T» en la oreja..

Articulo 14. Vacunacion.

1. Queda prohibida la vacunacion contra la leucosis
enzoodtica bovina, la perineumonia contagiosa bovina,
la brucelosis bovina y la tuberculosis.
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2. Seran objeto de vacunacion obligatoria contra la’

brucelosis por «brucella melitensis» los ovinos y caprinos
comprendidos entre los tres y seis meses de edad. Para
esta inmunizacion se utilizara la vacuna «Rev-1» en con-
centraciones comprendidas entre 1y 2 por 10° U.F.C,
u otra vacuna oficialmente aprobada.

Les animales de explotaciones calificadas oficialmen-
te indemnes de brucelosis o indemnes de brucelosis que
tiendan a la consecucién de la calificacién de oficial-
mente indemnes, quedan excluidos de la obligatoriedad
de la vacunacion.

3. La distribucién de las vacunas antibrucelares se
realizara exclusivamente y con caracter gratuito por los
6rganos competentes de las Comunidades Auténomas,
de lotes oficialmente contrastados por el Centro Nacionhal
de Referencia para la brucelosis en animales, quedando
prohibida fuera de los laboratorios fabricantes su tenen-
cia, comercializacion y venta.

Todos los lotes de vacunas antibrucelares producidas
por entidades situadas en el territorio espanol deberan
estar contrastadas por el Centro Nacional de Referencia
para brucelosis en animales. Si tras la contrastacion de
dichos lotes de vacunas, el dictamen fuera «no apto»,
se procedera a la destruccidn del mismo bajo supervision
oficial.

4. No obstante lo anterior, podran establecerse las
siguientes excepciones:

a) En relacion con lo dispuesto en el apartado 1
en lo referente a la brucelosis bovina, cuando la situacion
epidemiolégica de la enfermedad valorada en cada
region asi lo.aconseje, se podra autorizar la vacunacion
de bovinos de edad comprendida entre tres y seis meses,
en determinadas areas o explotaciones con la vacuna
B-19 u otra vacuna oficialmente aprobada.

b) Se podra eximir de la obligatoriedad de vacu-
nacién establecida en el apartado 2 de este mismo ar-
ticulo, cuando la prevalencia anual en rebafos alcance
unos niveles tales que asi o aconsejen.

c¢) En las areas con alta incidencia de brucelosis en
la especie humana, o en areas o explotaciones aisladas
donde exista alto riesgo de transmision del agente etio-
légico, podré realizarse una vacunacion de emergencia
en todos los animales de la especie ovina y caprina situa-
dos en las mismas, como medida excepcional.

En todos estos casos, los organos competentes de
las Comunidades Auténomas que deseen acogerse a
estas excepciones lo plantearan ante el Comité Nacional
de Cooperacion y Seguimiento de los Programas Nacio-
nales de Erradicacion de Enfermedades de los Animales,
en funcion de la compatencia que le corresponde segun
lo establecido en el parrafo b) del articuio 8 de Ia presente
disposicion,

5. Los animales vacunados deberan ser marcados,
de forma que en todo momento se disponga, como mini-
mo, de su identificacion y de la fecha de vacunacion.

CAPITULO llI

Sacrificio e indemnizacion.

Articulo 15. Sacrificio.

1. Todos los animales reaccionantes positivos seran
sacrificados en los plazos que determinen las disposi-
ciones especiales establecidas para cada enfermedad.

2. El sacrificio de los reaccionantes positivos podra
realizarse:

a) En mataderos autorizados para tal fin,
b) En la propia explotacion, )
¢} En lugares expresamente autorizados para ello,

En fa opcidén del parrafo a), después del sacrificio
se debera proceder a la utilizacién de las carnes para
el consumo humano, siempre de acuerdo con lo dis-
puesto en el Real Decreto 147/1993, de 29 de enero.

En las opciones contempladas en los parrafos b) y
c) de este apartado, después del sacrificio se debera
proceder al: Enterramiento, destruccion higiénica de los
cadaveres, o traslado a centros de eliminacidon y trans-
formacion de animales muertos y desperdicios de origen
anirmal, regulados en el Real Decretc 2224/1993, de
17 de diciembre.

Los érganos competentes de las Comunidades Auté-
nomas determinaran los lugares donde podra procederse
al sacrificio de los animales contaminados, asi como el
procedimiento a utilizar en cada caso.

Articulo 16. Sacrificio en mataderos.

1. Los mataderos interesados en el sacrificio de
estos animales 1o deberdn solicitar a los 6rganos com-
petentes de la Comunidad Auténoma donde se hallen
ubicados.

Los érganos competentes de las Comunidades Auto-
nomas enviaran a la Direccion General de Sanidad Ani-
mal una relacion de los mataderos autorizados para sacri-
ficar animales reaccionantes positivos procedentes de
los programas nacionales de erradicacion de enferme-
dades de los animales, la cual confeccionara una lista
de los mismos, que sera comunicada para su conoci-
miento general a todas las Comunidades Auténomas.

2. El traslado de los animales a los mataderos auto-
rizados debera ir amparado por un documento sanitario
especifico, cumplimentado por el 6rgano competente de
la Comunidad Auténoma donde esté ubicada la exploc-
tacion.

En el caso de!l ganado bovino, el documento de tras-
lado serd individual, v en el caso del ganado ovino y
caprino, sera unico para cada expedicion de una misma
explotacion, En ambos casos, en dicho documento se
haran constar todos los datos necesarios para la iden-
tificacion del animal, el ganadero y el transportista.

3. Los servicios veterinarios oficiales de los mata-
deros comprobaran, previo al sacrificio, que los docu-
mentos que amparan a los animales y su identificacion
son correctos. En el supuesto de observacién de ano-
malias, se procedera-a la inmovilizacién cautelar de los
animales, comunicandolo inmediatamente a los érganos
competentes de la Comunidad Auténoma donde esté
ubicado el matadero, quien, a su vez, en su caso, lo
comunicard al 6rgano competente de la Comunidad
Autonoma de donde procedan los animales.

4. Una vez sacrificados los animales, los servicios
veterinarios oficiales de los mataderos recogeran los cro-
tales de identificacidon custodiandolos durante, al menos,
quince dias, y se aseguraran de su posterior destruccién.

5. Los servicios veterinarios oficiales de los mata-
deros cumplimentaran la parte correspondiente del docu-
mento sanitario contemplado en-el apartado 1, en un
plazo no superior a cinco dias para su remision por correo
a los 6rganos competentes de las Comunidades Auté-
nomas en materia de Sanidad Animal.

6. Los servicios veterinarios oficiales de los mata-
deros controlaran que los vehiculos automoédviles que
transportan animales procedentes de planes nacionales
de erradicacién sean correctamente limpiados y desin-
fectados, en las instalaciones previstas para tal fin en
los. mataderos por el Real Decreto 147/1993, de 29
de enero.



38120

Sébado 21 diciembre 1996

BOE num. 307

7. Los dérganos competentes de las Comunidades
Autonomas comprobaran que los animales que entran
en los mataderos autorizados procedentes de los pro-
gramas nacionales de erradicacion de enfermedades de
los animales se corresponden cen la documentacion que
les ampara.

Articulo 17. Indemnizacion por sacrificio.

1. Los ganaderos que como resultado de las actua-
ciones llevadas a cabo en cumplimiento de lo dispuesto
en el presente Real Decreto hayan tenido que sacrificar
sus animales, tendran derecho a percibir una indemni-
zacion por cada uno de ellos de acuerdo con el baremo
establecido al efecto que se encuentre en vigor en el
momento del sacrificio. '

2. Se perderd el derecho a la indemnizacién por
sacrificio de animales reaccionantes positivos en el mar-
co de ia ejecucion de los programas nacionales de erra-
dicacién contemplados en el ambito de aplicacion del
presente Real Decreto cuando, previa audiencia del inte-
resado, se compruebe la concurrencia de alguna de las

siguientes circunstancias;

a) Cuanto aparezcan en los establos reses hovinas,
ovinas y caprinas sin identificar, no existiendo causa jus-
tificada para ello.

b) Existencia de muestras de manipulacion en la
documentacion sanitaria o marcas de identificacion.

¢} Cuando exista svidencia de cualquier manipula-
cion que pueda alterar la fiabilidad de los resultados
en las pruebas practicas o laboratoriales.

d} Sise han vendido o adquirido animales quebran-
tando las medidas cautelares de inmovilizacién adop-
tadas.

e} Cuando se haya incorporado a la explotacion
algun animal sin las garantias sanitarias dispuestas en
el presente Real Decreto, se desconozca su origen o
carezca de acreditacion sanitaria suficiente.

f)} Cuando el sacrificio se lleve a cabo en mataderos
no autorizados.

g) La omisidon del sacrificio de animales reaccionan-
tes positivos pasado el plazo de treinta dias. a partir
de la notificacion de la positividad.

h} La deficiente higiene y desinfeccion del establo,
asi como el no seguimiento de las normas que en cada
caso se establezcan.

3. En estas circunstancias, la pérdida de indemni-
zacion comprendera todos los animales de la explotacion
que hayan dado positivo a las pruebas de los programas
nacionales de erradicacion.

4, Cuando a peticion de parte se realicen pruebas
de control en animales procedentes de cebaderos con
destino a sacrificio, y como resultado de ello se diag-
nostiquen animales con resultados desfavorables, sera
obligatorio su sacrificio aunque no seran indemiiizados
por ello. ' :

TITULO IV

Disposiciones especiales relativas a determina-
das enfermedades

CAPITULO |

Disposiciones especiales relativas a la brucelosis en
los bovinos.

Articulo 18. Sospecha de la enfermedad.

1. Cuando en una explotacion se encuyentre un ani-
mal sospechoso de brucelosis, los érganos competentes

de las Comunidades Auténomas adoptaran las medidas
oportunas para que en el plazo méas breve posible se
realicen las investigaciones oficiales encaminadas a con-
firmar la presencia o la ausencia de dicha enfermedad.

A la espera del resultado de estas investigaciones,
las autoridades competentes ordenaran:

a) La puesta bajo vigilancia oficial de la explotacion.

b) La prohibicion de todo movimiento hacia dicha
explotacion o a partir de la misma, salvo autorizacion
de los drganos competentes de las Comunidades Auto-
nomas para la salida de dichos bovinos, destinados a
ser sacrificados sin demora. No obstante, el movimiento
de los bovinos castrados de dicha explotacién podra ser
autorizado por las autoridades competentes, previo ais-
iamiento de los animales sospechosos, sin perjuicio de
que los bovinos sean trasladados a explotaciones de
engorde o después al matadero.

c) El aislamiento dentro de la explotacion de los
animales sospechosos.

2. Las medidas contempladas en el apartado ante-
rior unicamente se levantaran cuando se confirme ofi-
cialmente la inexistencia de brucelosis en la explotacion
afectada.

Articulo 19. Confirmacion de la enfermedad.

1. Cuando se confirme oficialmente la presencia de
brucelosis, los drganos competentes de las Comunidades
Autdnomas adoptaran las medidas apropiadas para evi-
tar la propagacion de dicha enfermedad vy, en particular,
para:

a) Prohibir todo movimiento hacia dicha explotacién
o a partir de la misma, salvo autorizacion de los 6rganos
competentes de las Comunidades Autdénomas para la
salida de los bovinos destinados a ser sacrificados sin
demora. No obstante, el movimiento de los bovinos cas-
trados de. dicha explotacidon podrad ser autorizado por
dichos érganos previo aislamiento y marcado, para su
sacrificio, de los bovinos reaccionantes positivos y de
los bovinos considerados como infectados por los 6rga-
nos competentes de las Comunidades Autonomas, sin
perjuicio gue los bovinos castrados sean trasladados
hacia explotaciones de engorde y después al matadero.

b) Aislar dentro de la explotacién a los bovinos en
los gue se haya confirmado oficialmente la existencia
de la enfermedad, asi como los bovinos que puedan
haber sido contagiados por aquéllos.

¢) Proceder sin demora a los exdmenes de inves-
tigacion de la brucelosis en la totalidad de la explotacién,
y repetir las pruebas hasta que se obtengan en explo-
taciones no calificadas dos resultados favorables con
un intervalo minimo de tres meses y un maximo de doce,
y en explotaciones calificadas con un intervalo minimo
de seis semanas y un maximo de ocho.

d} Aislar y marcar, hasta el sacrificio previsto en
el articulo 15, ios bovinos en los que se haya confirmado
oficialmente la existencia de la enfermedad, asi como
los bovinos reaccionantes positivos a uno de los exa-
menes previstos en el parrafo c).

e) Utilizar dnicamente la leche procedente de los
bovinos infectados y/o reaccionantes positivos, para la
alimentacion de los animales de la explotacion afectada,
después de un tratamiento térmico adecuado, sin per-
jutcio de lo dispuesto en el Real Decreto 1679/1994,
de 22 de julio, por el que se establecen las condiciones
sanitarias aplicables a la produccidon y comercializacion
de leche cruda, leche tratada térmicamente y productos
lacteos. :

f) Entregar, unicamente y sin perjuicio de lo dispues-
to en la normativa aplicable a fa alimentacién humana,
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la leche procedente de bovinos de una explotacion infec-
tada y/0 con animales seropositivos, a una industria lac-
tea para ser en ella objeto de tratamiento térmico ade-
cuado.

g) Tratar, de acuerdo con lo establecido en el Real
Decreto 2224/1993, las canales, medias canales, cuar-
tos, trozos y despojos procedentes de bovinos destinados
a la alimentacién de los animales y que no han sido
declarados aptos para el consumo humano, de acuerdo
con lo establecido en el apartado 2 del parrafo b) del
apartado 1 del articulo 5 del Real Decreto 147/1993.

h) Eliminar o destruir, salvo que estén destinados
a ser analizados, los fetos, los terneros que nazcan muer-
tos. los terneros muertos como consecuencia de la infec-
cion brucélica después de su nacimiento y las placentas.

i) Destruir inmediatamente, quemar o enterrar des-
pués de haber sido rociadas con un producto desinfec-
tante, la paja, la cama o toda materia y sustancia que
hayan estado en contacto con los animales infectados
0, en su caso, las placentas.

i) Controlar las industrias para la transformacién de
animales muertos de acuerdo con lo establecido en el
Real Decreto 2224/1993, de manera que se garantice
que el producto fabricado no representa ningin peligro
para la propagacion de la brucelosis bovina.

k} Almacenar y rociar con un desinfectante adecua-
do y conservado por lo menos durante tres semanas,
el estiércol procedente de los alojamientos o demas loca-
les utilizados para los animales. No sera necesario rociar
el estiércol con desinfectante si se recubre de una capa
de estiércol o de tierra no infectada. Los fluidos pro-
cedentes de los alojamientos o demas locales utilizados
para el ganado deberan ser desinfectados si no han sido
retirados al mismo tiempo que el estiércol.

Articulo 20. Sacrificio.

Los bovinos en los que se haya comprobado oficial-
mente la existencia de brucelosis. como consecuencia
de un examen bacteriologico, anatomopatolégico o sero-
Iégico, asi como los animales considerados infectados
por los érganos competentes de las Comunidades Auté-
nomas, seran sacrificados bajo control oficial, lo mas
rapidamente posible, y, amas tardar, treinta dias después
de la notificacion oficial al propietario o al poseedor de
los resultados de las pruebas y de la obligacion que
le incumbe, en virtud del plan de erradicacion, de sacri-
ficar en dicho plazo a los bovinos afectados.

Articulo 21. Medidas profildcticas.

1. Después de la eliminacién, mediante sacrificio,
de los bovinos reaccionantes positivos, los alojamientos
o demas locales en los que sean alojados los animales
y el conjunto de los recipientes, instalaciones y demas
objetos utilizados para el ganado deberan ser fimpiados
y desinfectados bajo control oficial, con arreglo a las
instrucciones dadas por los drganos competentes de las
Comunidades Auténomas.

La ejecucidn y coste de estas acciones correran a
cargo del propietario de la explotacion, propietario del
ganado o tenedor del mismo.

2. La reutilizacidon de los pastos en los que hayan
anteriormente permanecido dichos animales, no podra
tener lugar antes de la expiracion de un plazo de sesenta
dias, después de su retirada de tales pastos. No obstante,
los organos competentes de las Comunidades Autono-
mas podran conceder una excepcion a esta prohibicion
para los bovinos siempre que tales bovinos Unicamente
puedan salir de dichos pastos para el sacrificio o para

el traslado hacia instalaciones de engorde y después
al matadero.

3. Los medios de transporte, recipientes y utensilios
deberan ser limpiados y desinfectados después del trans-
porte de bovinos de una explotacion infectada. Las areas
de carga de dichos animales deberan ser limpiadas y
desinfectadas después de su utilizacion.

4. El desinfectante que deba utilizarse y las con-
centraciones del mismo serdn oficialmente aprobados
por los érganos competentes de las Comunidades Autod-
nomas.

Articulo 22. Movimiento y reposicion.

1. Después de la eliminacién de los bovinos, los
organos competentes de las Comunidades Autonomas
adoptaran las medidas necesarias para que:

a} Ningun bovino pueda salir de la explotacion afec-
tada, salvo autorizacion de las autoridades competentes
para la salida de los bovinos destinados a ser sacrificados
sin demora. No obstante, el movimiento de los bovinos
castrados de dicha explotacién podra ser autorizado por
las autoridades competentes, siempre que los bovinos
sean transferidos hacia instalaciones de engorde y des-
pués al matadero.

b) Se efectien en la explotacién de que se trate
examenes de deteccion de brucelosis, con objeto de
confirmar la eliminacién de la enfermedad, de acuerdo
con lo establecido en el parrafo c) del apartado 1 del
articulo 19 del presente Real Decreto.

¢) Larepoblacién de la explotacién tinicamente pue-
de llevarse a cabo después de que los bovinos de mas
de doce meses que queden en dicha explotacion hayan
presentado un resultado favorable a uno o varios exa-
menes de investigacion de la brucelosis. No obstante,
para los bovinos vacunados, dicho examen unicamente
podra efectuarse a la edad de dieciocho meses.

2. Los organos competentes de las Comunidades
Autdénomas realizaran los controles serolégicos oficiales
a las explotaciones de los tipos B4 y B2 hasta que alcan-
cen el estatuto sanitario del tipo B3 0 B4.

3. Los érganos competentes de las Comunidades
Autonomas adoptaran las medidas necesarias para que:

a}) Todas las hembras y todos los toros procedentes
de las explotaciones de tipo B4 y destinados a explo-
taciones del tipo Bs:

1. Presenten un resultado favorable, cuando ten-
gan mas de doce meses, a una prueba seroldgica ofi-
cialmente autorizada, practicada en los treinta dias ante-
riores a su traslado y vayan acompafados de una cer-
tifi;:acién del veterinario oficial que garantice dicho resu}-
tado.

2.° Permanezcan .aislados, antes de ser admitidos
en la ganaderia de tipo B;, desde su llegada y durante
al menos sesenta dfas, y cuando tengan mas de doce
meses, presenten un resultado favorable en una nueva
prueba serologica oficialmente autorizada.

b} Todas las hembras y todos los toros procedentes
de una explotacion de tipo B; y destinados a otra explo-
tacion del tipo Ba:

1.° Presenten un resultado favorable, cuando ten-
gan mas de doce meses, a una prueba serolégica ofi-
cialmente autorizada, practicada en los treinta dias
anteriores a su entrada en la explotaciéon y vayan acom-
panados de una certificacion del veterinario oficial que
certifique dicho resultado.

2.° No entren, durante el traslado, en contacto con
bovinos procedentes de explotaciones que tengan un
estatuto sanitario inferior.
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c) En los traslados de bovinos entre explotaciones
de los tipos B3 a Bj:

1.° Los animales objeto del traslado tengan, como
minimo, dieciocho meses.

2° En caso de que hayan sido vacunados contra
la brucelosis, la vacunacién se haya efectuado hace mas
de un afo.

3.° En los treinta dias anteriores.al traslado, los ani-
males hayan presentado, de acuerdo con las disposi-
ciones del anexo 2, un titulo brucelar inferior a 30 Ul
aglutinantes por mililitro' y hayan dado negativo en la
reaccidn de fijaciéon de complemento.

Si, segun lo dispuesto en el parrafo anterior, se intro-
dujera un bovino en una explotacion oficialmente indem-
ne de brucelosis con vistas a intercambios comunitarios,
los animales objeto de traslado seran considerados
indemnes de brucelosis durante dos afios, contados a
partir de la fecha de su incorporacién a la explotacion.

CAPITULO Il

Disposiciones especiales relativas a la tuberculosis
bovina

Articuio 23. Sospecha de la enfermedad.

1. Cuando’en una explotacién se encuentre un ani-
mal sospechoso de tuberculosis, los drganos competen-
tes de las Comunidades Autonomas adoptaran las medi-
das oportunas para que en el plazo mas breve posible
se realicen las investigaciones oficiales encaminadas a
confirmar la presencia o la ausencia de dicha enfer-
medad.

A la espera del resultado de estas investigaciones,
las autoridades competentes ordenaran:

a) La puesta bajo vigilancia oficial de la explotacion.

b) La prohibicion de todo movimiento hacia dicha
explotacion o a partir de la misma, salvo autorizacion
de los érganos competentes de las Comunidades Auto-
nomas para la salida de dichos bovinos, destinados a
ser sacrificados sin demora.

c) El aislamiento dentro de la explotaciéon de los
animales sospechosos.

2. Las medidas contempladas en el apartado ante-
rior Unicamente se levantaran cuando se confirme ofi-
cialmente la no existencia de tuberculosis en la explo-
tacion afectada.

Articulo 24, Confirmacion de la enfermedacd.

Cuando se confirme oficialmente la presencia de
tuberculosis, los drganos competentes de las Comuni-
dades Auténomas adoptarén las medidas apropiadas
para evitar la propagacién de dicha enfermedad v, en
particular, para:

a) Prohibir todo movimiento hacia dicha explotacion
o a partir de la misma, salvo autorizacién de los érganos
competentes de las Comunidades Auténomas para la
salida de los bovinos destinados a ser sacrificados sin
demora.

b} Aislar dentro de la explotacidn a los bovinos en
los que se haya confirmado oficialmente la existencia
de la enfermedad, asi como los bovinos que puedan
haber sido contagiados por aquéllos.

c) Proceder -sin demora a los examenes de inves-
tigacion de la tuberculosis en la totalidad de los animales
de la explotacion.

d) Aislar y marcar, hasta el sacrificio previsto en
el articulo 15, los bovinos en los que se haya confirmado

oficialmente la existencia de la enfermedad, asi como
los bovinos reaccionantes positivos a uno de los exa-
menes previstos en el parrafo ¢). :

e) Utilizar unicamente la leche procedente de los
bovinos infectados y/0 reaccionantes positivos, para la
alimentacion de los animales de la explotacion afectada,
después de un tratamiento térmico adecuado.

f} Entregar, Unicamente y sin perjuicio de lo dispues-
to en la normativa aplicable a la alimentacion humana,
ta leche procedente de bovinos de una explotacion infec-
tada y/0 con animales seropositivos, a una industria lac-
tea para ser en ella objeto de tratamiento térmico ade-
cuado.

g) Tratar, de acuerdo con lo establecido en el Real
Decreto 2224/1993, las canales, medias canales, cuar-
tos, trozos y despojos procedentes de bovinos destina-
dos a la alimentacién de los animales y que no han
sido declarados aptos para el consumo humano, de
acuerdo con lo establecido en el apartado 1. del parra-
fo b) del apartado 1 del articulo 5 del Real Decre-
to 147/1993.

h) Controlar las industrias para la transformacién
de animales muertos de acuerdo con lo establecido en
el Real Decreto 2224/1993, de manera que se garantice
que el producto fabricado no representa ningan peligro
para la propagacion de la tuberculosis bovina.

i} Almacenar y rociar con un desinfectante adecua-
do, y conservado por lo menos durante tres semanas,
el estiércol procedente de los alojamientos o demas loca-
les utilizados para los animales. No serd necesario rociar
el estiércol con desinfectante si se recubre de una capa
de estiércol o de tierra no infectada. Los fluidos pro-
cedentes de los alojamientos o demas locales utilizados
para el ganado deberan ser desinfectados si no han sido
retirados al mismo tiempo que el estiércol.

Articulo 25.  Sacrificio.

Los bovinos en los que se haya comprobado oficial-
mente la existencia de tuberculosis, como consecuencia
de un examen bacterioldgico, anatomopatoldgico o sero-
lbgico, asi como los animales considerados infectados
por los drganos competentes de las Comunidades Auté-
nomas, seran sacrificados bajo control oficial, lo mas
rapidamente posible, y, a mas tardar, treinta dias después
de la notificacidon oficial al propietario o al poseedor de
los resultados de las pruebas y de la obligacion que
le incumbe en virtud del plan de erradicacion, de sacri-
ficar en dicho plazo a los bovinos afectados.

No obstante, para los animales que hayan presentado
un resultado desfavorable a un examen de investigacion
de la tuberculosis sin presentar sintomas clinicos de tal
enfermedad, las autoridades competentes podran
ampliar a tres meses como maximo el plazo previsto
en el parrafo anterior para los siguientes supuestos:

a) El sacrificio de una hembra cuyo parto se espera
para antes del final de dicho plazo de tres meses.

b} El sacrificio de todos los bovinos pertenecientes
a una ganaderia de mas de veinte bovinos, en una region
en la que por razones de orden técnico derivadas de
las capacidades de sacrificio de los mataderos reser-
vados a este uso, dicho sacrificio no pueda realizarse
en el plazo de treinta dias.

Articuio 26. Medidas profilgcticas.

1. Después de la eliminacion, mediante sacrifico,
de los bovinos reaccionantes paositivos, los alojamientos
o demés locales en los que sean alojados los animales
y el conjunto de los recipientes, instalaciones y demas
objetos utilizados para el ganado, deberan ser limpiados
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y desinfectados bajo control oficial, con arreglo a las
instrucciones dadas por los drganos competentes de las
Comunidades Auténomas.

La ejecucion y coste de estas acciones correrdn a
cargo del propietario de la explotacién, propietario del
ganado o tenedor del mismo.

2. Los medios de transporte, recipientes y utensilios
deberan ser limpiados y desinfectados después del trans-
porte de bovinos de una explotacién infectada. Las areas
de carga de dichos animales deberan ser limpiadas vy
desinfectadas después de su utilizacidn.

3. El desinfectante que deba utilizarse y las con-
centraciones del mismo seran oficialmente aprobadas
por los érganos competentes de las Comunidades Autd-
nomas.

Articulo 27. Movimiento y reposicién.

1. Después de la eliminacion de los bovinos, los
érganos competentes de las Comunidades Auténomas
adoptaran las medidas necesarias para que:

a) Ningln bovino pueda salir de la explotagion afec-
tada, salvo autorizacidn de las autoridades competentes
para la salida de los bovinos destinados a ser sacrificados
sin demora.

b) Se efectien en la explotacién de que se trate
examenes de deteccion de la tuberculosis, con un inter-
valo maximo de seis meses tras el sacrificio del dltimo
animal de la explotacién positivo a las pruebas diag-
ndsticas, al objeto de confirmar la eliminacién de la
enfermedad.

c} Larepoblacidn de la explotacion Unicamente pue-
de llevarse a cabo después de gque los bovinos de mas
de seis semanas gue queden en dicha explotacion hayan
presentado un resultado favorable en uno o mas exa-
menes de investigacion de tuberculosis.

2. Los ¢6rganos competentes de las Comunidades
Autdnomas adoptaran las medidas necesarias para que,
en el marco del plan de erradicacion de la tuberculosis,
la prueba de tuberculinizacion intradérmica oficialmente
controlada sea efectuada por lo menos cada seis meses
en todos los bovinos de mas de seis semanas de edad,
en las explotaciones de los tipos T, y T2, hasta que
alcancen el estatuto sanitario de explotacion de tipo Ta.

3. Los drganos competentes de las Comunidades
Autdonomas adoptaran las medidas oportunas para que:

a) Todos los bovinos procedentes de las explota-
ciones de tipo T, y destinados a explotaciones del
tipo Ta2:

1. Presenten un resultado favorable a la tubercu-
linizacion intradérmica en los treinta dias anteriores a
su traslado y vayan acompanados de una certificacion
del veterinario oficial que garantice dicho resultado.

2.° Permanezcan aislados, antes de ser admitidos
en la ganaderia de tipo T-. desde su llegada y durante
al menos sesenta dias, v presenten un resultado favo-
rable a la tuberculinizacion intradérmica oficialmente
autorizada.

b) Todos los bovinos procedentes de una explota-
cion de tipo T. y destinados a otra explotacion del
tipo T

° Presenten un resultado favorable a la tubercu-
linizacian intradérmica en los treinta dias anteriores a
su traslado y vayan acompafiados de una certificacion
del veterinario oficial que garantice dicho resultado.

2_.° No entren, durante el traslado, en contacto con
bovinos procedentes de explotaciones que tengan un
estatuto sanitario inferior,

c} Los traslados de bovinos entre explotaciones de
los tipos Ta se efectlen con arreglo a la Directiva
64/432/CEE.

CAPITULO Il

Disposiciones especiales relativas a la leucosis bovina
enzodtica

Articulo 28, Sospecha de la enfermedad.

1. Cuando en una explotacion se encuentre un ani-
mal sospechoso de leucosis enzodtica bovina, los drga-
nos competentes de las Comunidades Autonomas adop-
taran las medidas oportunas para que en el plazo mas
breve posible se realicen las investigaciones oficiales
encaminadas a confirmar la presencia o la ausencia de
dicha enfermedad.

A la espera del resultado de estas investigaciones,
los 6rganos competentes de las Comunidades Autdno-
mas ordenaran; '

a) La puesta bajo vigilancia oficial de la explotacion.

b) La prohibicidn de todo movimiento hacia dicha
explotacién o a partir de la misma, salvo autorizacién
de los érganos competentes de las Comunidades Auté-
nomas para la salida de dichos bovinos, destinados a
ser sacrificados sin demora.

c) El aislamiento, dentro de la- explotacion, de los
animales sospechosos.

2. Las medidas contempladas en el apartado ante-
rior Unicamente se levantaran cuando se confirme ofi-
cialmente la no existencia de leucosis enzoética bovina
en la explotacidn afectada.

Articulo 29. Confirmacidn de la enfermedad

Cuando se confirme oficialmente la presencia de leu-
cosis enzodtica bovina, los drganos competentes de las
Comunidades Auténomas adoptaran las medidas apro-
piadas para evitar la propagacién de dicha enfermedad
y. en particular, para que:

a) Se prohiba todo movimiento de los bovinos de
dicha explotacion, salvo autorizacion de los érganos com-
petentes de las Comunidatles Autdnomas para la salida
de los bovinos destinados a ser sacrificados sin demora.

b} Se aisle la explotacion de que se trate, de modo
que los bovinos no puedan entrar en contacto con los
bovinos que no pertenezcan a dicha explotacidn.

¢) Se utilice Unicamente la leche procedente de
vacas infectadas para la alimentacidon de los animales
después de recibir un tratamiento térmico adecuado o
para ser entregada a una industria lactea para recibir
en ella dicho tratamiento. La alimentacién de los ani-
males con leche que no haya recibido tratamiento tér-
mico podra autorizarse en las explotaciones cuyos baovi-
nos se destinen a'ser sacrificados.

d) Se traten, de acuerdo con lo establecido en el
Real Decreto 2224/1993, las canales, medias canales,
cuartos, trozos y despojos procedentes de bovinos des-
tinados a la alimentacion de los animales y que no han
sido declarados aptos para el consumo humano, de
acuerdo con lo establecido en el articulo b del Real Decre-
to 147/1993.

e) Se controlen las industrias para la transformacion
de animales muertos, de acuerdo con lo establecido en
el Real Decrato 2224/1993, de manera que se garantice
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que el producto fabricado no representa ningan peligro
para la propagacion de la leucosis enzodtica bovina.

f) La explotaciéon notifique al veterinario oficial la
muerte o el sacrificio urgente de todo bovino de su
explotacion.

Articulo 30. Sacrificio.

Cuando se prevea, en el marco de un plan de erra-
dicacion, el sacrificio de todos los bovinos pertenecientes
a una ganaderia en la que se haya comprobado oficial-
mente la existencia de leucosis, dichos bovinos serdn
sacrificados en el plazo que fije el 6rgano competente
de la Comunidad Auténoma de que se trate.

Asimismo, cuando dicho plan prevea el sacrificio Uni-
camente de los bovinos en los que se haya comprobado
oficialmente la existencia de leucosis, asi como, en su
caso, de los considerados infectados por los drganos
competentes de las Comunidades Autdnomas, dicho
sacrificio tendra lugar en un plazo de treinta dias después
de la notificacion oficial al propietario o al poseedor de
los resultados de las pruebas y de la obligacion que
le incumbe, en virtud del plan de erradicacion, de sacri-
ficar los bovinos afectados en ese plazo.

Articulo 31. Medidas profilacticas.

1. Después de la eliminacién, mediante sacrificio,
de los bovinos reaccionantes positivos, los alojamientos
o demas locales en los que sean alojados los animales
vy el conjunto de los recipientes, instalaciones y demas
objetos utilizados para el ganado, deberan ser limpiados
y desinfectados bajo control oficial, con arreglo a las
instrucciones dadas por los érganos competentes de las
Comunidades Autéonomas.

La ejecucién y coste de estas acciones correran a
cargo del propietario de la explotacion, propietario del
ganado o tenedor del mismo.

2. Los medios de transporte, recipientes y utensilios
deberan ser limpiados y desinfectados después del trans-
porte de bovinos de una explotacién infectada. Las areas
de carga de dichos animales deberan ser limpiadas y
desinfectadas después de su utilizacion.

3. El desinfectante que deba utilizarse y las con-
centraciones del mismo seran oficialmente aprobadas
por los érganos competentes de las Comunidades Auté-
nomas.

Articulo 32. Movimiento y reposicion.

1. Después de la eliminacion de los bovinos, el 6rga-
no competente de la Comunidad Aqténoma correspon-
diente adoptara las medidas necesarias para que:

a) Ninguin bovino pueda salir de la explotacion afec-
tada, salvo autorizacion de los érganos competentes de
las Comunidades Auténomas para la salida de los bovi-
nos destinados a ser sacrificados sin demora.

b} Se efectien en la expiotacion de que se trate
exdmenes de deteccién de la leucosis enzodtica bovina,
con objeto de confirmar fa eliminacion de la enfermedad.

c) Larepoblacion de la explotacion (nicamente pue-
de llevarse a cabo a partir de bovinos procedentes de
explotaciones consideradas no infectadas de leucosis
por las autoridades competentes.

. 2. lLos érganos competentes de las Comunidades
Auténomas adoptaran las medidas necesarias para que,
en el marco del plan de erradicacién de la leucosis enzod-
tica bovina, los controles se efectien con un intervalo
maximo  de seis. meses en todos los bovinos de mas
de doce meses de edad, hasta que se alcance el estatuto

sanitario de explotacion calificada como indemne de
leucosis. :
3. Los organos competentes de las Comunidades
Auténomas adoptaran las medidas necesarias para que
los bovinos de explotaciones calificadas indemnes de
leucosis enzodtica no entren en contacto con bovinos
procedentes de explotaciones que no estén calificadas.

CAPITULO IV

Disposiciones especiales relativas a la perineumonia
contagiosa bovina

Articulo 33. Sospecha de la enfermedad.

1. Cuando en una explotacién se encuentre un ani-
mal sospechoso de perineumonia contagiosa bovina, los
organos competentes de las Comunidades Auténomas
adoptaran las medidas oportunas para que en el plazo
ma&s breve posible se realicen las investigaciones ofi-
ciales encaminadas a confirmar la presencia o la ausen-
cia de dicha enfermedad.

A la espera del resultado de estas investigaciones,
los érganos competentes de las Comunidades Auténo-
mas ordenaran;

a) La puesta bajo vigilancia oficial de la explotacién.

b)  La prohibicion de todo movimiento hacia dicha
explotacion o a partir de la misma, salvo ‘autorizacién
de los drganos competentes de las Comunidades Autd-
nomas para la salida de dichos bovinos, destinados a
ser sacrificados sin demora en mataderos autorizados
para-tai fin, donde se realizara un primer examen ana-
tomopatologico. En caso de que se detecten lesiones
sospechosas, se efectuara la remisién de muestras a
los laboratorios contemplados en el articulo @ y al Centro
Nacional de Referencia.

c) El aislamiento dentro de la explotacion de los
animales sospechosos.

2. lLas medidas contempladas en el apartado ante-
rior inicamente se levantardn cuando se confirme ofi-
cialmente la inexistencia de perineumonia contagiosa
bovina en la explotacién afectada.

Articulo 34. Confirmacion de la enfermedad.

Cuando se confirme oficialmente {a presencia de peri-
neumonia contagiosa bovina, los drganos competentes
de las Comunidades Auténomas adoptaran las medidas
apropiadas para evitar la propagacion de dicha enfer-
medad y, en particular, para:

a) Aislar y marcar a todos los bovinos de la explo-
tacion para proceder inmediatamente a su traslado para
el sacrificio de los mismos en los mataderos autorizados
a tal fin.

b) Marcar y poner bajo cuarentena a todos los bovi-
nos de las explotaciones situadas en un area de 3 kil6-
metros de diametro alrededor del foco, o epizootiolo-
gicamente relacionadas con el mismo. Esta cuarentena
podréa ser levantada cuando todos los bovinos de cada
explotacion hayan mostrado resultados favorables a dos
pruebas serolégicas, con un intervalo de dos meses.

c) Autorizar Unicamente; durante el periodo de cua-
rentena, el traslado de los bovinos de las explotaciones
contempladas en-el parrafo b), a mataderos autorizados
donde se procedera a su examen anatomopatologico
y se tomaran muestras para el andlisis serologico en
los laboratorios contemplados en el articulo 9. ,

En presencia de lesiones caracteristicas o sospegho-
sas de la enfermedad se tomaran muestras de las citadas
lesiones y se congelaran inmediatamente para su envio
al Centro Nacional de Referencia para esta enfermedad.
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d} Llevar a cabo un sistema de vigilancia en los
mataderos sobre los animales procedentes de las zonas
afectadas y sospechosas. Todas las lesiones sospecho-
sas serdn examinadas microbiologicamente, y se rea-
lizaran investigaciones epidemiologicas sobre los anima-
les que se trasladaron dentro y fuera de las explotaciones
afectadas, durante un periodo de seis meses previo a
la deteccidn del foco.

e) Tratar, de acuerdo con lo establecido en el Real
Decreto 2224/1993, las canales, medias canales, cuar-
tos, trozos y despojos procedentes de.bovinos destina-
dos a la alimentacidn de los animales y que no han
sido declarados aptos para el consumo humano. de
acuerdo con lo establecido en el articulo 5 del Real Decre-
10.147/1993.

f} Controlar las industrias para la transformacion de
animales muertos, de acuerdo con lo establecido en el
Real Decreto 2224/1993, de manera que se garantice
que el producto fabricado no representa ningin peligro
para la propagacidn de la leucosis enzodtica bovina.

Articulo 3b.  Sacrificio.

Los bovinos en los que se haya comprobado la-exis-
tencta de perineumonia, como consecuencia de un exa-
men bacteriolégico, anatomopatolégico o seroldgico, asi
como los animales considerados infectados por los érga-
nos competentes de las Comunidades Auténomas, seran
sacrificados bajo control oficial, lo mas rapidamente posi-
ble, v, a mas tardar, treinta dias después de la notificaciéon
oficial al propietario o al poseedor de los resuitados de
las pruebas y de la obligacién que le incumbe en virtud
del plan de erradicacion, de sacrificar en dicho p!azo
a los bovinos afectados.

No obstante, los 6rganos competentes de las Comu-
nidades Auténomas podran ampliar este plazo de acuer-
do con especiales circunstancias que asi lo exijan.

Articulo 36. Medidas profilacticas.

1. Después de la eliminacidon, mediante sacrificio,
de los bovinos reaccionantes positivos, los alojamientos
o demas locales en los que sean alojados [os animales
y el conjunto de los recipientes, instalaciones y demas
objetos utilizados para el ganado, deberan ser impiados
y desinfectados bajo control oficial, con arreglo a las
instrucciones dadas por los érganos competentes de las
Comunidades Auténomas.

La ejecucién y coste de estas acciones correrdn a
cargo del propietario de la explotacion, propietario del
ganado o tenedor del mismo.

2. Los medios de transporte, recipientes y utensilies
deberan ser limpiados y desinfectados después del trans-
porte de bovinos de una explotacién infectada. Las areas
de carga de dichos animales deberan ser limpiadas y
desinfectadas después de su utilizacion.

3. El desinfectante que deba utilizarse y las con-
centraciones del mismo seran oficialmente aprobadas
por los drganos competentes de las Comunidades Autd-
nomas.

#Articulo 37.  Movimiento y reposicion.

1. Después de la eliminacion de los bovinos, el orga-
no competente de la Comunidad Auténoma corraspon-
diente adoptara las medidas necesarias para que la repo-
blacién de la explotacidon Unicamente puede Hevarse a
cabo con animales bovinos procedentes de explotacic-
nes libres de enfermedad.

2. Los d6rganos competentes de las Comunidades
Autdonomas adoptaran las medidas necesarias para que
a todos los bovinos procedentes de areas con antece-
dentes de esta enfermedad, se les realicen antes de cual-
quier traslado dos controles seroldgicos y clinicos, con
un intervalo minimo de 30 dias, con resultados favo-
rables.

3. Los d6rganos competentes de las Comunidades
Autdnomas adoptardn las medidas necesarias para que
los bovinos de explotaciones libres de perineumonia con-
tagiosa bovina, no entren en contacto con bovinos pro-
cedentes de explotaciones afectadas o sospechosas.

CAPITULO V

Disposiciones especiales relativas a la brucelosis ovina
y caprina por «brucella melitensis»

Articulo 38, Sospecha de la enfermedad.

1. Cuando en una explotacién se encuentre un ani-
mal sospechoso de brucelosis por «brucella melitensis»,
los drganos competentes de las Comunidades Autoéno-
mas adoptaran las medidas oportunas para que en el
plazo mas breve posible se realicen las investigaciones
oficiales encaminadas a confirmar la presencia o la
ausencia de dicha enfermedad.

A la espera del resultado de estas investigaciones,
los drganos competentes de las Comunidades Autono-
mas ordenaran:

a) Lla puesta bajo vigilancia oficial de la explotacion.

b) La prohibicion de todo movimiento hacia dicha
explotacion o a partir de la misma, salvo autorizacion
de los 6rganos competentes de las Comunidades Autd-
nomas para la salida de dichos ovinos y caprinos, des-
tinados a_ser sacrificados sin demora. No obstante, el
movimiento de los ovinos y caprinos de dicha explotacion
podra ser autorizado por los 6rganos competentes de
las Comunidades Auténomas, previo aislamiento de los
animales sospechosos, sin perjuicio de que los ovinos
y caprinos sean trasladados a explotaciones de engorde
y después al matadero.

c) El aislamiento dentro de la explotacion de los
animales sospechosos.

2. Las medidas contempladas en el apartado ante-
rior Unicamente se levantaran cuando se confirme ofi-
cialmente la no existencia de brucelosis por «brucella
melitensis» en la explotacion afectada.

Articulo 39. Confirmacion de la enfermedad.

- Cuando se confirme oficialmente la presencia de bru-
celosis por «brucella melitensis», los 6rganos competen-
tes de las Comunidades Autonomas adoptaran las medi-
das apropiadas para evitar ia propagacién de dicha enfer-
medad vy, en particular, para:

a} Prohibir todo movimiento hacia dicha explotacion
0 a partir de la misma, salvo autorizacion de los drganos
competentes de las Comumdades Auténomas para la
salida de los ovinos y caprinos destinados a ser sacri-
ficados sin demora. No obstante, el movimiento de los
ovinos y caprinos de dicha explotacién podra ser auto-
rizado por dichos érganos previo aislamiento y marcado,
para su sacrificio, de los ovinos y caprinos reaccionantes
positivos y de los ovinos y caprinos considerados como
infectados por los 6rganos competentes de las Comu-
nidades Autdnomas, sin perjuicio que dichos animales
sean trasladados hacia explotaciones de engorde y des-
pués al matadero.
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b) Aislar dentro de la explotacién a los ovinos vy
caprinos en los que se haya confirmado oficialmente
la existencia de la enfermedad, asi como los que puedan
haber sido contagiados por aquélios.

¢} Proceder sin demora a las pruebas seroldgicas
de brucelosis por «brucella melitensis», y repetir las mis-
mas hasta que se obtengan dos resultados favorables
alas pruebas seroldgicas con un intervalo de seis meses
como minimo en el caso de explotaciones no calificadas
y de tres meses como minimo en el caso de explota-
ciones calificadas, sobre los ovinos y caprinos de mas
de seis meses de edad o mas de dieciocho meses en
el caso de que hayan sido vacunados.

d} Aislar y marcar hasta el sacrificio previsto en el
articulo 15, los ovinos y caprinos en los que se haya
confirmado oficialmente la existencia de la enfermedad,
asi como los reaccionantes positivos a uno de los exa-
menes previstos en el parrafo c).

e) Utilizar dnicamente la leche procedente de los
ovinos y caprinos infectados y/o reaccionantes positivos,
para la alimentacién de los animales de la explotacidn
afectada, después de un tratamiento térmico adecuado
o a la produccidon de queso, sin perjuicio de lo dispuesto
en el Real Decreto 1679/1984, de 22 de julio, por el
que se establecen las condiciones sanitarias aplicables
a la produccidn y comercializacion de leche cruda, leche
tratada térmicamente y productos lacteos.

f) Entregar, unicamente y sin perjuicio de lo dispues-
to en la normativa aplicable a la alimentacién humana,
la leche procedente de ovines y caprinos de una explo-
tacion infectada y/o con animales seropositivos, a una
industria lactea para ser en ella objeto de tratamiento
térmico adecuado.

g) Tratar, de acuerdo con lo establecido en el Real
Decreto 2224/1993, las canales, medias canales, cuar-
tos, trozos y despojos procedentes de ovinos y caprinos
destinados a la alimentacion de los animales y que no
han sido declarados aptos para el consumo humano,
de acuerdo _con lo establecido en el articulo 5 del Real
Decreto 147/1993.

h) Eliminar o destruir, salvo que estén destinados
a ser analizados, los fetos, los corderos y/o cabritos que
nazcan muertos, los corderos o cabritos muertos como
consecuencia de la infeccion brucélica después de su
nacimiento y las placentas, excepto si estan destinados
a ser analizados.

i} Destruir inmediatamente, quemar o enterrar des-
pués de haber sido rociadas con un producto desinfec-
tants, la paja, la cama o toda materia y sustancia que
hayan estado en contacto con los animales infectados
0, en su caso, las placentas.

i) Controlar las industrias para la transformacion de
animales muertos de acuerdo con lo establecido en el
Real Decreto 2224/1993, de manera que se garantice
que el producto fabricado no representa ninguin peligro
para la propagacién de la brucelosis por la «brucelia
melitensis».

k) Almacenar y rociar con un desinfectante adecua-
do y conservado por lo menos durante tres semanas,
el estiércol procedente de los alojamientos o demas loca-
les utilizados para los animales. No sera necesario rociar
el estiércol con desinfectante si se recubre de una capa
de estiércol o de tierra no infectada. Los fluidos pro-
cedentes de los alojamientos o demas locales utilizados
para el ganado, deberan ser desinfectados si no han
sido retirados al mismo tiempo que el estiércol.

Articulo 40. Sacrificio.

Los ovinos y caprinos en los que se haya comprobado
la existencia de brucelosis por «brucella melitensis»,
como consecuencia de un examen bacteriolégico, ana-

tomopatologico o seroldgico, asi como los animales con-
siderados infectados por los drganos competentes de
las Coemunidades Autdnomas, seran sacrificados bajo
control oficial, lo mas rapidamente posible, y, a mas tar-
dar, treinta dias después de la notificacién oficial al pro-
pietario o al poseedor de fos resultados de las pruebas
vy de la obligacidén que le incumbe en virtud del plan
de erradicacién, de sacrificar en dicho plazo a los bovinos
afectados.

No obstante, los érganos competentes de las Comu-
nidades Autonomas podran ampliar este plazo de acuer-
do con especiales circunstancias que asi lo exijan.

Articulo 41. Medidas profildcticas.

1. Después de la eliminacion, mediante sacrifico,
de los ovinos y caprinos reaccionantes positivos, los alo-
jamientos o demas locales en los que sean alojados los
animales y el conjunto de los recipientes, instalaciones
y demas objetos utilizados para el ganado, deberan ser
limpiados y desinfectados bajo control oficial, con arreglo
a las instrucciones dadas por los érganos competentes
de las Comunidades Autonomas.

" La ejecucion y coste de estas acciones correran a
cargo del propietario de la explotacidn, propietario del
ganado ¢ tenedor del mismo.

2. La reutilizacion de los pastos en los que hayan
anteriormente permanecido dichos animales, no podra
tener lugar antes de la expiracion de un plazo de 60
dias, después de su retirada de tales pastos. No obstante,
los drganos competentes de las Comunidades Autdéno-
mas podran conceder una excepcidn a esta prohibicion,
después de un pormenorizado estudio epizotiolégico. Las
explotaciones beneficiarias de tal excepcion Unicamente
podran trasladar sus animales hacia instalaciones de
engorde y después al matadero.

3. Los medios de transporte, recipientes y utensilios
deberdn ser limpiados y desinfectados después del trans-
porte de ovinos y caprinos de una explotacion infectada.
Las areas de carga de dichos animales deberan ser lim-
piadas y desinfectadas después de su utilizacion.

4. El desinfectante que deba utilizarse y las con-
centraciones del mismo serdn oficialmente aprobadas
por los érganos competentes de las Comunidades Autd-
nomas.

Articulo 42. Movimiento y reposicidn.

1. Después de la eliminacion de los ovinos y capri-
nos, el érgano competente de la Comunidad Auténoma
adoptara las medidas necesarias para que:

a) -Ningun ovino y caprino pueda salir de la explo-
tacion afectada, salvo autorizacion de las autoridades
competentes para los ovinos y caprinos destinados a
sar sacrificados sin demora. No obstante, el movimiento
de los ovinos y caprinos de dicha explotacion podra ser
autorizado por las autoridades competentes, siempre
que los ovinos y caprinos sean trasladados hacia ins-
talaciones de engorde y después al matadero.

b} Se efectien en la explotacidn de que se trate
examenes de deteccion de la brucelosis por «brucella
melitensis», con objeto de confirmar la eliminacién de
la enfermedad. ®

c) La repoblacion de las explotaciones Unicamente
puede Hevarse a cabo después de que los ovinos y capri-
nos de méas de seis meses 0, en caso de ser vacunados,
después de dieciocho meses, que queden en dicha explo-
tacion, hayan presentado uno o varios resultados favo-
rables a las pruebas seroldgicas segun lo establecido
en el parrafo c) del apartado 1 del articulo 39.
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2. Los drganos competentes de las Comunidades
Autdnomas realizaran los controles serologicos oficiales
a las explotaciones de los tipos My, y M; hasta que
alcancen el estatuto sanitario del tipo M3 o M. :

3. Los odrganos competentes de las Comunidades
Autdnomas adoptaran las medidas necesarias para que:

a} Todos los ovinos y caprinos procedentes de las
explotaciones de tipo M, vy destinados a explotaciones
del tipo My: presenten un resultado favorable, cuando
tengan mas de seis meses 0 bien dieciocho meses en
caso de ser vacunados, a dos pruebas serolégicas segin
lo establecido en el parrafo ¢) del apartado 1) del articulo
39 y vayan acompanados de una certificacién del vete-
rinario oficial que garantice dicho resultado.

b}. Todos los ovinos y caprinos procedentes de una
explotacion de tipo M, y destinados a otra explotacion
del tipo Ms:

1.° Procedan de una explotacion que haya presen-
tado un resultado favorable a las pruebas serolégicas.

2.° Presenten un resultado serologico favorable
treinta dias antes del traslado y vayan acompafnados
de una certificacion del veterinario oficial que certifique
dicho resultado. .

3.2 No entren, durante el traslado, en contacto con
ovinos y caprinos procedentes de explotaciones que ten-
gan un estatuto sanitaric inferior.

c) Los traslados de ovinos y caprinos entre explo-
taciones de los tipos M3 y M, se efectden con arregio
al Real Decreto 2121/1993.

d) Las explotaciones ovinas y caprinas donde se
haya realizado una vacunacion de emergencia de ani-
males adultos no podran trasladar animales, salvo los
corderos y cabritos que estén marcados y vayan des-
tinados a instalaciones de engorde y después al mata-
dero, a menos que todos los animales de mas de die-
ciocho meses de la explotacién, hayan presentado dos
pruebas serologicas favorables, con un intervalo maximo
de seis meses.

Disposicién adicional dnica. Cardcter basico.

Lo dispuesto en el presente Real Decreto tendra
caracter de normativa basica estatal, al amparo de lo
dispuesto en el articulo 149.1.16.2 de la Constitucién
que atribuye al Estado la competencia en materia de
bases y coordinacién general de la sanidad.

Disposicion transitoria primera. Plazo para la vacuna-
cion de la brucelosis bovina.

A partir de la entrada en vigor del presente Real Decre-
to se concede un plazo de doce meses para el cum-
plimiento de lo establecido en el apartado 1 del articulo
14, en lo referente a la vacunacién de la brucelosis
bovina. o

Disposicidn transitoria segunda. Plazo maximo para el
traslado de bovinos no afectados por la tuberculosis
a otras Comunidades Auténomas.

No obstante lo dispuesto en la letra a) del articulo
25, se establece un periodo maximo de doce meses
a partir de la entrada en vigor del presente Real Decreto,
en el que los 6rganos competentes de las Comunidades
Auténomas podran, previo aislamiento de los animales
sospechosos y sacrificio de los reaccionantes positivos
de tuberculosis, autorizar el traslado de los otros bovinas
procedentes de la explotacién afectada a explotaciones
de engorde y después a matadero, previa comunicacion
a la Comunidad Auténoma de destino.

Disposicién derogatoria unica. Derogacién normativa.

Queda derogadas las siguientes disposiciones:

a) El capitulo XVII del titulo 1l del Decreto de 4 de
febrero de 1955, por el que se aprueba el Reglamento
de Epizootias.

b) La Orden de 25 de noviembre de 1978 por la
que se establecen normas para el desarrollo de cam-
pafias de saneamiento ganadero.

c) La Orden de 28 de febrero de 19886 por la que
se establecen normas para el desarrollo de |as campanfas
de saneamiento ganadero, asi como las Ordenes de 1
de febrero de 1990 y de 1 de diciembre de 1992, que
la modifican.

d) La Orden de 3 de febrero de 1987 por la que
se establecen normas compiementarias para el desarro-
llo de campafrias de saneamiento contra la leucosis bovi-
na enzodtica.

e} La Orden de 9 de febrero de 1990 por la que
se establecen medidas complementarias en campanas
de saneamiento ganadero.

f} La Orden de 19 de febrero de 1991 por la que
se establecen normas en campafas de saneamiento
ganadero, para la erradicacién de la brucelosis en el
ganado ovino y caprino.

Asimismo, quedaran derogadas cuantas disposicio-

nes de igual o inferior rango se opongan a lo dispuesto
en este Real Decreto.

Disposicion final priméra. Facuftad de desarrolio.

Se faculta al Ministro de Agricultura, Pesca y Alimen-

- tacion. para dictar las disposiciones necesarias para el

cumplimiento de lo dispuesto en el presente Real Decre-
to y, en particular, para modificar los anexos.

Disposicion final segunda. Entrada en vigor.

_ El presente Real Decreto entrara en vigor el dia
siguiente al de su publicacion en el «Boletin Oficial del
Estado».

Dado en Madrid a 20 de diciembre de 19986,
‘ JUAN CARLOS R.

La Ministra de Agricultura, Pasca
y Alimentacidn,

LOYOLA DE PALACID DEL VALLE-LERSUNDI

ANEXO 1

Diagnéstico de tuberculosis bovina

La tuberculosis se diagnosticarda mediante la prueba
intradérmica de tuberculina.

1. Se consideran como intradermotuberculinizacio-
nes oficiales:

a}) La intradermotuberculinizacién: esta tuberculini-
zacion comporta una Unica inyeccién de tuberculina
bovina.

b) La intradermotuberculinizacién de comparacion:
esta tuberculinizacion comporta una inyeccion de tuber-
culina bovina y una inyeccion de tuberculina aviar, admi-
nistrada simultaneamente. '

2. La dosis de tuberculina inyectada seré:

a) 2.000 UTC, como minimo, de tuberculina bovina.
b) 2.000 UTC, como minimo. de tuberculina aviar.

Ei volumen de cada inyeccion no sobrepasarad los
0.2 mi
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3. Las tuberculinizaciones se efectuaran inyectando
la, o {as tuberculinas previa mtroduccu.')n en la piel del
cuello.

Se rasurardn y limpiaran las zonas que se vayan a
inyectar. Se cogerd un pliegue de piel en cada zona
rasurada entre el dedo indice y dedo pulgar; se medira
con un-compas y/o cutimetro y se anotaré el resuitado.
Se introducira la tuberculina en la piel. A continuacién
se inyectara la dosis de tuberculina indicada. Las inyec-
ciones bien puestas permitiran que se aprecien al tacto
pequefios bultos del tamafio de un guisante en el lugar
del pinchazo. Se volvera a medir el espesor del pliego
de piel en cada punto de inyeccion, 72 horas después
de ponerla, anotando el resultado.

4. La interpretacidn de las intradermotuberculiniza-
ciones oficiales ser4 la siguiente:

A) intradermotuberculinizacion simple

a) Positiva: si se observa: un aumento de espesor
del pliegue de la piel de 4 milimetros o superior en el
punto de inyeccién o signos clinicos como edema difuso,
exudacion, necrosis, dolor, o reaccion, inflamacién de
los conductos linfaticos de la regiéon o de los ganglios.

b) Dudosa: si no se observa ninguno de los signos
clinicos indicados, pero hay un aumento de espssor del
pliegue de la piel como minimo de 2 milimetros e inferior
a 4 milimetros.

¢} Negativa: aumento de grosor en el plieque de
la piel como maximo de 2 milimetros, sin signos clinicos.

Los animales en los que la intradermotuberculiniza-
cion simple hay dado resultados dudosos seran some-
tidos a otra tuberculinizaciéon después de un periodo mini-
mo de cuarenta y dos dfias.

Los animales en tos que esta segunda prueba no dé
resultados negativos se consideraran positivos.

B} Intradermotuberculinizacién de comparacion

a) Pos:twa reaccion bovina superior en mas de 4
milimetros a la reaccién aviar o presencia de signos
clinicos.

b) Dudosa: reacciéon bovina positiva o dudosa y
superior en 1 a 4 milimetros a la reaccién aviary ausencia
de signos clinicos.

c} Negativa: reaccion bovina negativa o reaccion
positiva o dudosa pero igual o infarior a una reaccién
aviar positiva o dudosa y ausencia de signos clinicos
en los demds casos.

Los animales que en la prueba de comparacion den
resultados dudosos debseran ser sometidos a otra tuber-
culinizacion después de un periodo minimo de cuarenta
¥ dos dias.

Los animales en los que esta segunda tuberculini-
zacidon no den resultados negativos seran considerados
como reaccionantes positivos.

5. Se designa al Laboratorio de Sanidad y Produc-
cion Animal de Santa Fe {Granada), perteneciente al
Ministeric de Agricultura, Pesca y Alimentacion, como
centro nacional de referencia para la tuberculosis en
animales.

ANEXO 2
Diagnéstico de brucelosis bovina
A} Seroaglutinacién

1. La tasa de aglutininas antibrucella de un suero
debera expresarse en unidades internacionales por mili-
litros.

2. La lectura de la seroaglutinacién lenta en tubo
debe hacerse al 50 por 100 o al 75 por 100 de aglu-
tinacidn, vy el antigeno utilizado habra sido titulado en
presencia del suero patron,

3. La capacidad de aglutinacién de ios diversos anti-
genos respecto al suero patrén deberd estar compren-
dida entre los limites siguientes:

a) Silalectura se realiza al 50 por 100: Entre 1/600
y 1/1.000

b) Silalectura se realiza al 75 por 100: Entre 1/500
y 1/7560.

4. Para la preparacion del antigeno destinado a la
seroaglutinizacion en tubos (método lento) se utilizaran
las cepas Weybridge nimero 99 y USDA 1119 u otras
de sensibilidad equivalente.

6. Para efectuar una seroaglutinacién se prepararan,
al menos, tres diluciones para cada suero.

La dilucién del suero problema se realizari de tal

forma que la lectura de la reaccién al limite de infeccién

se efectle en el tubo de enmedio. En el caso de reaccion
positiva en dicho tubo, el suero problema contendré
como minimo la cantidad de 30 U.l. aglutinantes por
mililitro.

B) Reaccidn de fijacion de complemento

1. El suero patron contendra por mililitro 1.000 uni-
dades sensibilizantes; estas unidades se denominan uni-
dades sensibilizadoras CEE.

2. La tasa de anticuerpos fijadores de complemento
en un suero se expresara en unidades CEE.

3. Los sueros deben ser inactivados de la siguiente
forma: suero bovino: 56 a 60 °C durante treinta a cin-
cuenta minutos.

4. Para la preparacion de antigeno se utilizaran las
cepas Weybridge namero 99 y USDA 1119,

5. Cuando se efectlie la reaccién de fijacién de com-
plemento es necesario proceder cada vez a los controles
siguientes:

a} Control del efecto anticomplementario del suero.
- b} Control del antigeno.

¢) Control de los hematies sensibilizados.

d) Control de complemento.

e} Control. con la ayuda de un suero positivo, de
la sensibilidad al desencadenamiento de la reaccidn.

f} Control de la especificidad de la reaccién con la
ayuda de un suero negativo.

C) Criterios de interpretacion

a} Sueros negativos:

1. Los procedentes de animales no vacunados o
vacunados de edad superior a los treinta meses que
presenten un titulo brucélico inferior a 30 unidades inter-
nacionales aglutinantes por mililitro y resultado negativo
a la prueba de fijacién de compiemento.

2. Los procedentes de animales vacunados de edad
inferior a los treinta meses que presenten un titulo bru-
célico igual o superior a 30 unidades internacionales
aglutinantes por mililitro pero inferior a 80 unidades,
debiendo presentar eh este ¢aso a la reaccion de fijacion
de complemento.

3. Un titulo inferior a 30 unidades CEE, cuando se
trate de hembras vacunadas hace menos de doce meses.

4. Un titulo inferior a 20 unidades CEE en el resto
de los casos.
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D) Prueba del antigeno brucelar tamponado

b}y Método manual:

- 1. El suero patrdn es el segundo suerc patrén inter-
nacional «antibrucella abortus» suministrado por el Labo-
ratorio Central Veterinario de Weybridge, Surrey (Ingla-
terra). C

2. El antigeno se preparara sin referencia a la con-
centracion celular, pero su sensibilidad debe ser con-
trastada en relacidon con el suero patréon internacional

de manera que el antigeno produzca una reaccién posi-

tiva para una dilucién de suero de 1:47.5 y una reaccion
negativa para una dilucion de 1:55. V

3. E antigeno tamponado a pH 3,65 * 0,5 y colo-
reado con rosa bengala.

4. Para preparar el antigeno se utilizara la cepa
numero 99 de Weybridge o la cepa USDA 1119 u otra
cepa de sensibilidad equivalente.

5. El antigeno sera testado frente a ocho sueros
liofilizados identificados como positivos y negativos.

6. Laprueba debera realizarse de la forma siguiente:

1.° Poner una gota (0,03 ml) de antigeno y una
gota (0,03 ml} de suero sobre una placa blanca.

2.° Conlaayuda de un agitador proceder a la mezcla.

3.° Agitar a continuacién la placa con movimientos
alternativos de delante a atras (alrededor de 10 movi-
mientos por minuto, durante cuatro minutos).

4° FEfectuar la lectura bajo luz suficiente; en ausen-
cia de aglutinacién la prueba se considerara como nega-
tiva; toda aglutinacion permite considerar la prueba
como positiva a menos que se haya producido un secado
excesivo sobre los bordes.

c) Método automatico:

El método automatico debe tener al menos igual sen-
sibilidad que el método manual.

E) Prueba del anillo

1. La prueba del anillo se realizard sobre el con-
tenido de cada cantara o cisterna de leche de la explo-
tacién.

2. La normalizacion del antigeno de la OMS: el anti-
geno sera coloreado con hematoxilina o tetrazolium.

3. Si la prueba se realiza sobre leche sin conser-
vantes, la reaccidén deberd efectuarse entre las dieciocho
y las veinticuatro horas posteriores al ordefio.

Cuando la prueba se realiza pasadas las veinticuatro
horas de la toma de la muestra se adicionardan como
agentes conservadores al formol ¢ el clorure de mercurio.
En este caso, el plazo en que puede efectuarse la reac-
cion es de catorce dias después de la toma de muestra.

Cuando se use formol o cloruro de mercurio, la ditu-
cion final en la muestra de leche sera del 0,2 por 100,
y la proporcién entre la cantidad de leche y la solucidn
de formol sera, al menos, de 10a 1.

4. La reaccion debera realizarse segdn uno de los
métodos siguientes:

a} En una columna de leche de al menos 25 mili-
metros de altura y un volumen de leche de 1 mililitro
a la que se adicionaran 0,03 mililitros o 0,05 mililitros
de antigeno.

b) En una columna de leche de al menos 25 mili-
metros de altura y un,volumen de leche de 2 mililitros
con adicion de 0,05 mililitros-de antigeno.

¢} En un volumen de leche de 8 mililitros y al que
se habra afiadido 0,08 mililitros de antigeno.

5. La mezcla de leche y antigeno se pondra en estu-
che a 37 °C durante cuarenta y cinco minutos como

minimo y sesenta minutos como méximo. La evaluacion
se realizard en el plazo de quince minutos siguientes
a la salida de la estufa.

6. Los criterios de interpretacion seréan:

a) Reaccion negativa: Leche coloreada, crema inco-

lora. '
b} Reaccién positiva. Leche y crema coloreadas de

forma idéntica o leche incolora y crema coloreada.

F) Prueba de inmunoabsorcién enzimética (ELISA)
para la deteccién de brucelosis bovina

1. Los materiales reactivos que habran de utilizarse
en el método ELISA son los siguientes:

a) Microplacas de fase sdlida, platillos o cualquier
otra fase sdélida.’

b} El antigeno se fijard a la fase sélida con o sin
ayuda de anticuerpos captores policlonales o monoclo-
nales.

c) Elliquido bioldgico que deba examinarse.

d) Un control positivo y negativo.

e). Elconjugado.

f} Un sustrato adaptado a los enzimas  utilizados.

g} En su caso, una solucion de parada.

h) Soluciones para la dilucion de muestras de ensa-
yo, para las preparaciones de reactivos y para el lavado.

i) Un sistema de lectura apropiado al sustrato uti-
lizado.

2. Condiciones de utilizacion e interpretacion de la
prueba ELISA para la deteccién de brucelosis bovina:

a) El método ELISA podra practicarse sobre mues-
tras de suero, de lactosuero o de leche a granel, siempre
que ésta proceda de una explotacidn donde al menos
el 30 por 100 de las vacas lecheras estén en periodo
de lactacion.

b) Cuando se utiliza una de las posibilidades antes
citadas, deberan adaptarse las medidas que garanticen
la correspondencia entre muestras tomadas y los ani-
males de los que procedan la leche 0 suero que se
examinan.

c¢) Las muestras de leche a granel se consideraran
negativas cuando den una reaccion inferior al 50 por
100 de la que ofrezca una dilucion de leche negativa
de * en 10.000 del segundo suero patrén internacional
de brucelosis en la leche negativa.

d} Las muestras individuales de suero se conside-
raran negativas cuando den una reaccion inferior al 10
por 100 de la que .ofrezca una dilucion de 1 en 200
del segundo suero patrén internacional de brucelosis
en solucidén salina o cualquier otra reconocida.

e} Si una de las muestras diera una reaccion posi
tiva, se aplicaran controles serolédgicos individuales hasta
obtener un resultado negativo en al menos dos pruebas
individuales practicadas con intervalos de tres meses
como minimo y de doce como maximo, de conformidad
con las disposiciones anteriormente citadas, y en un labo-
ratorio directamente supervisado por el Centro Nacional
de Referencia.

El suero patrén de la prueba ELISA y del resto de
pruebas serologicas para la deteccion de brucelosis sera
preparado por el Centro Nacional de Referencia de bru-
celosis de Granada, de acuerdo con el patron de! Labo-
ratorio Veterinario de Weybridge (Inglaterra}. Dicho suero
debera contener 1.000 U. I. aglutinantes por mililitro
de suero bovino.
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G) Laboratorio Nacional de Referencia

El Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de
Santa Fe (Granada), perteneciente al Ministerio de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion, es el designado como
Centro Nacional de Referencia para la brucelosis en
animales.

ANEXO 3

Diagndstico de leucosis bovina enzodtica

1. La deteccion de la leucosis enzoética bovina se
realizard mediante la prueba de inmunodifusién, en las
condiciones descritas en las letras A) y B), 0 mediante
la prueba de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA) en las
condiciones descritas en la letra C). El método de inmu-
nodifusién solo se aplicard en las pruebas individuales.

A) Prueba de inmunodifusién en gel de agar

1. Elantigeno que habra de utilizarse en esta prueba
debera contener glicoproteinas del virus de la leucosis
bovina. El antigeno debera estar contrastado en relacion
con un suero patrén (suero E1) suministrado por el Sta-
tens Veterinaere Serum Laboratorium de Copenhague.

2. - Los antigenos patrdn utilizados en el laboratorio
deberan ser presentados, por lo menos una vez al afio,
en el laboratorio de referencia, para scmeterlos a prueba
en relacion con el suero patron CEE. Independientemente
de esta valoracion, el antigeno utilizado podra ser con-
trolado con arreglo a lo dispuesto en la letra B).

3. Lla prueba aplicara los reactivos siguientes:

a) Antigeno: El antigeno debera contener glicopro-
teinas especificas del virus de la leucosis enzodtica bovi-
na que haya sido contrastado respecto al suero oficial
CEE.

b) El suero para prueba.

¢) Un suero de control positivo conocido.

d) Gel de agar: 0,8 por 100 de agar, 8,6 por 100
de NaCl, Tampoén Tris 0,05 M, pH 7,2.

Deberan introducirse 15 mililitros de gel de agar en
una placa de Petri de 85 milimetros de diametro, lo
que dara una profundidad de 2,6 milimetros de gel.

4. Se debera hacer una red experimental de siete
pocillos exentos de humedad mediante perforacién del
agar hasta el fondo de la placa; dicha red consistira en
un pocillo central alrededor del cual se ordenaran seis
pocillos periféricos dispuestos en circulo.

Diametro del pocillo central: 4 milimetros.

Didmetro de los pocillos periféricos: 6 milimetros,

Distancia entre el pocillo central y los periféricos: 3 mili-
metros.

6. Se deberd llenar de antigeno patrén el pocillo
central. Los pocillos periféricos 1 y 4 {ver esquema infe-
rior} se llenardn con el suero positivo conocido y los
pocillos 2, 3, 5 y 6 con los (aqui croquis) sueros de
prueba Los pocmos deberan lienarse hasta la desapa-
ricion del menisco.

6. Las cantidades afiadidas serdn las siguientes:
Antigeno: 32 microlitros, Suero de control: 73 micro-
litros, Suero de prueba: 73 microlitros.

7. La incubacién debera durar setenta y dos horas
a temperatura ambiente {20-27 °C) en un recinto hime-
do cerrado.

8. La prueba podra leerse veinticuatro y cuarenta
y ocho horas después, pero no se podra obtener ningun
resultado final antes de transcurridas setenta y dos horas:

a) Un suero de prueba sera positivo si forma una
curva de precipitacion especifica con el antigeno del
virus de la leucosis bovina y.si dicha curva coincide con
la del suero de control.

b} Un suero de prueba sera negativo si no da una
curva de precipitacion especifica con el antigeno dei
virus de la leucosis bovina y si no deswa la curva del
suero de control.

c} La reaccién no podra considerarse concluyente si:

1.° el suero desvia la curva del suero de control
hacia el pocillo del antigeno del virus de la leucosis bovi-
na sin formar una curva de precipitacién visible con el
antigeno.
"2° No es posible interpretarla como negativa ni
como positiva.

En caso de reacciones dudosas, podra repetirse la
prueba y utilizar suero concentrado.

9. Podra utilizarse cualquier otra configuracion o red
de oquedades siempre que el suero E4, en una dilucion
a 1:10 en suero negativo, pueda ser detectado como
positivo.

B) Meétodo de valoracién del antigeno

a} Solueiones y materiales necesarios:

1. 40 mililitros de gel de agar de 1,6 por 100 en
un tampén Tris 0,05 M/HCL de pH 7.2, con 8,6 por
100 de NaCl.

2. 15 mililitros de un suero de la leucosis bovina
gue sdlo contenga anticuerpos respecto a las glicopro-
teinas del virus de la leucosis bovina, diluido al 1:10

~en un tampoén Tris 0,06 M/HCI de pH 7,2 con 8,5 por

100 de NaCl.
3. 15 mililitros de un suero de fa leucosis bovina
que solo contenga anticuerpos respecto a las glicopro-
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teinas del virus de la leucosis bovina, diluido a 1:5 en
un tam?()n Tris 0,05 M/HCI de pH 7,2 con 8,5 por 100
de NaCl. ' . )

4. Cuatro placas de Petri de plastico de un didmetro
de 85 milimetros. ) B

6. Un punzon de un diametro de 4 a 6 milimetros.

6. Un antigeno de referencia.

7. Elantigeno que haga de valorarse.

8. Un bano de agua (56 °C).

b) Procedimiento:

Disolver el gel (1,6 por 100) en el tampdn Tris/HCI
calentando con precaucién hasta 100°C. Colocar en

el baio de agua a 56°C durante una hora aproxima-
damente. Colocar ademas las soluciones del suero de
la leucosis bovina en el bano de agua a 56°C.

Mezclar a continuacion 15 ml de la solucién de gel
a b6 .°C con los 15 mililitros de suero de la leucosis
bovina {1:10), agitar rapidamente y verter en dos placas

. de Petri, a razén de 1b mililitros por placa.

Repetir el procedimiento con suero de la leucosis bovi-
na diluido a 1:15.

Cuando el gel de agar haya endurecido, se practicaran
los agujeros de la forma siguiente:

Placu de Peiri n 1
Busro 1:10

Plecas dm Peid 0 2
Suars 1:10

Puces de Fel n 3
[ RE

Plasme da Puiri n 4
Euero 1:8

¢} Adiccidn de antigenos:
l. Placas de Petri nmeros 1y 3:

A: Antigeno de referencia, no diluido.

B: Antigeno de referencia, diluido al 1/2.
C: +E: Antigenos de referencia.

D: Antigeno a testar, no diluido.

ll. Placas de Petri nimeros 2 y 4:

A: Antigeno a testar, no diluido.
B: Antigeno a testar, diluido al 1/2.

C: Antigeno a testar, diluido al 1/4.
D: Antigeno a testar, diluido'al 1/8.

d) Instrucciones complementarias:

1. El experimento debera realizarse con dos grados
de dilucion del suero {1:5 y 1:10), a fin de obtener la
precipitacién éptima.

2. Si el diametro de precipitacion fuere excesiva-
mente débil con los dos grados de dilucion, el suero
debera ser objeto de una dilucién suplementaria. :

3. Si el didmetro de precipitacién fuere excesivo
para los dos grados de dilucidn vy si el precipitado desa-
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pareciese, se deberd escoger un grado mas débil de
dilucién para el suero.

4. La concentracion final del gel debera establecer-
se en 0,8 por 100, y la de los sueros en 5 por 100
¥ en 10 por 100, respectivamente.

b. Anotar los diametros medidos en el sistema
coordinado siguiente. La dilucién de trabajo sera
aquella en la que se registre el mismo diametro para
el antigeno de prueba que para el antigeno de refe-
rencia.

- 4 s oEom ouow e g

. L M
had ot o g

C) Prueba de inmunoabsorcidn enz.-ménca
(ELISA) para la deteccidn de la lsucosis enzoot:ca bovina.

1. Los materiales que habran de utilizarse en el
método ELISA son los siguientes:

a} Microplacas de fase sélida, platillos o cualquier
otra fase solida.

b) El antigeno se fijard a la fase sélida con o sin
ayuda de anticuerpos captores policlonales o monoclo-
nales. Si el antigeno se asocia directamente a la fase
solida, todas las muestras de ensayo que den reacciones
positivas deberan someterse a nuevas pruebas con el
antigeno de control en el caso de la leucosis enzodtica
bovina. El antigeno de control debera ser idéntico al
antigeno examinado, excepto en el caso de los antigenos
VLB (virus de la leucosis bovina). Si los anticuerpos cap-
tores estan asociados a la fase sdlida, los antlcuerpos
solo deben reaccionar ante antigenos VLB.

c¢) Elliguido biolégico que se vaya a examinar.

d) Un control positivo y otro negatlvo

e) Un conjugado.

f) Un substrato adaptado a los enzimas utilizados.

g} En caso necesario, una solucién de interrupcion.

hy Soluciones para la dilucién de las muestras de
ensayo, para las preparaciones de reactivos y para el
lavado.

i} Un sistema de lectura que corresponda al subs-
trato utilizado.

2. Normalizacién y sensibilidad de la prueba.

La sensibilidad de la prueba ELISA deberd ser de un
nivel tal que el suero E4 dé positivo tras diluirse 10
veces (muestras de suero) o 250 veces (muestras de
leche) mas que la dilucién obtenida a partir de muestras
individuales puestas en comun. En ensayos en los que
las muestras (suero y leche) sean sometidas a pruebas
por separado, el suero E4 diluido en una proporcién de
1 a 10 (suero negativo) o 1:250 (leche negativa) debera
dar positivo cuando se someta a la prueba en la misma
dilucién de ensayo utilizada para las pruebas individuales.
El Laboratorio Nacional de Referencia sera responsable
del control de la calidad del método ELISA y, en par-
ticular, de determinar, en funcién del tituio obtenido con

el suerg E4, el nimero de muestras que pueden mez-
clarse en cada lote de producto.

El laboratorio veterinario nacional de Copenhague
suministrara el suero E4.

3. Condiciones de utilizacién de la prueba ELISA
para la deteccion de la leucosis enzodtica bovina.

El método ELISA podra aplicarse a una muestra de
leche o lactosuero tomada de la leche procedente de
una explotacion donde al menos un 30 por 100 de las
vacas estén en perfodo de lactacion.

Cuando se utilice este método, deberan adaptarse
medidas que garanticen la relacion entre las muestras
tomadas, los animales de los que procedan la Ieche 0
los sueros que se examinan.

D} Laboratorio Nacional de Referencia

El Laboratorio de Sanidad y Produccion Animal de
Algete (Madrid) perteneciente al Ministerio de Agricul-
tura, Pesca y Alimentacidn, es el designado como Centro
Nacional de Referencia para leucosis enzod6tica bovina.

ANEXO 4

Diagndstico de perineumonia contagiosa bovina

A} Reaccién de fijacion del complemento de Campbell
y Turner para la deteccion de anticuerpos en muestras
de suero sanguineo

1. Se trata de una técnica de fijacion de comple-
mento en caliente que requiere los siguientes elementos:

a} Sistema hemolitico obtenide por la mezcla de
volimenes iguales de un suero hemolitico que contiene
12 unidades hemoliticas 50 por 100 y una suspension
de hematies de carnero al 6 por 100. .

b) Solucién de complemento de cobaya que con-
tiene 2,5 unidades.

¢} Solucion de antigeno de Campbell y Turner que
contiene dos unidades.

d} Diluciones de los sueros en prueba (1/10, 1/20,
atcétera).



BOE num. 307

Sébado 21 diciembre 1996

38133

2. Los sueros deben ser inactivados como se detalla
en el apartado 3 de la seccidn B del anexo B del presente
Real Decreto.

3. Cada vez que se realice la prueba se efectuaran
los siguientes controles:

a) Control del efecto anticomplementario del suero.

b} Control del antigeno.

¢} Control del sistermma hemolitico.

d) Control del complemento de cobaya.

e) Control, con la ayuda de un suero positivo, de
ta sensibilidad al desencadenamiento de la reaccion.

f) Control, con la ayuda de un suero negativo. de
la especificidad.

4. Criterio de interpretacion:

a) Se considerard positivo todo suero que diluido
a 1/10 fije completamente el complemento
(1/10++++).

b) Los sueros que diluidos a 1/10 fijen parcialmente
el complemento, se consideraran sespechosos.

6. El suero patron positivo a la prueba de Reaccidn
de Fijacion de Complemento de Campbell y Turner seré
preparado por el Centro Nacional de Referencia de mico-
plasmosis animales, de acuerdo con las recomendacio-
nes del Laboratorio Europeo de Referencia.

B} Centro Nacional de Referencia

El Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de
Santa Fe {Granada), perteneciente al Ministerio de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion, es el designado como
Centro Nacional de Referencia para las microplasmosis
animales.

ANEXO 5

Diagnéstico seroldgico de la brucelosis ovina y caprina
por «brucella melitensis»

La deteccion de la brucelosis {B. melitensis) se efec-
tuara por medio de la prueba rosa bengala o por medio
de la prueba de fijacion del complemento que se describe
a continuacion o por cualquier otro método reconocido
con arreglo al procedimiento comunitario previsto.

A} Prueba del antigeno brucelar tamponado.

La prueba rosa bengala pueda ser utilizada como

prueba de serodiagnéstico en las explotaciones de ani- -

males de las especies ovina ¢ caprina con el fin de con-
cederles el titulo de explotacion oficialmente indemne
o indemne de brucelosis.

" En caso de utilizar para la deteccion de brucelosis
{«brucella melitensis») la prueba de rosa bengala y obte-
ner mas de un b por 100 de los animales de la explo-
tacion con reaccion positiva, se efectuara un control com-
plementario de cada animal de la explotacion mediante
una prueba de fijacién del complemento.

1. Método manual;

1. El suero patrén es el sequndo suero patrén inter-
nacional «antibrucella abortus» suministrado por el Labo-
ratorio Central Veterinario de Weybridge, Surrey, Ingla-
terra. ‘

2. El antigeno se preparara sin referencia a la con-
centracion celular, pero su sensibilidad debe ser con-
tratada en relacién con el suero patrén internacional de
manera que el antigeno produzca una reaccion positiva
para una dilucién de suerc de 1:47,b y una reaccion
negativa para una dilucion de 1:55.

3. El'antigeno tampecnado a pH 3.65=0,b y colo-
reado con rosa bengala. .

4. Para preparar el antigeno se utilizara la cepa
nimero 99 Weybridge a la cepa USDA 1119 u otra
cepa de sensibilidad equivalente.

5. El antigeno sera testado frente a ocho sueros
liofilizados identificados como positivos y negativos.

6. Lapruebadeberarealizarse de la forma siguiente:

a} Poner una gota (0,03 ml) de antigeno y una gota
(0,03 ml) de suero sobre una placa blanca.

b} Conlaayuda de un agitador proceder a la mezcla.

¢) Agitar a continuacién la placa con movimientos
alternativos de delante a atras (alrededor de 10 movi-

- mientos por minuto, durante cuatro minutos}).

d) Efectuar la lectura bajo luz suficiente; en ausencia
de aglutinacién la prueba se considerara como negativa;
toda aglutinacién permite considerar la prueba como
positiva a menos que se haya producido un secado exce-
sivo sobre los bordes.

2.°Método automaético:

El meétodo automatico deber tener al menos igual
sensibilidad y precision que el método manual.

B} Reaccidn de fijacién de complemento

1. El suero patron contendra por milimetro 1.000
unidades sensibilizadoras; estas unidades se denominan
unidades sensibilizadoras CEE.

2. Latasade anticuerpos fijadores de complemento
en un suero se expresara en unidades CEE.

3. Los sueros deben ser inactivados de 56 a 60 °C
durante treinta a cincuenta minutos.

4. Para la preparacion de antigeno se utilizaran las
copas Weybridge nimero 99y USDA 1119,

. Cuando se efectie la reaccion de fijacién de com-
plemento, es necesario proceder cada vez a los controles
siguientes:

a} Control del efecto anticomplementario del suero.

b) Control del antigeno.

c) Contro! de los hematies sensibilizados.

d) Control de complemento.

e} Control con la ayuda de un suero positivo, de
la sensibilidad al desencadenamiento de la reaccién.

f) Control de la especificidad de la reaccidn con la
ayuda de un suero negativo.

C) Criterios de interpretacion

La prueba de fijacion del complemento queda reser-

. vada para las pruebas efectuadas individualmente a los

animales. la prueba de fijacion del complemento podré
ser utilizada en las explotaciones de animales de las
especies ovina o caprina con el fin de concederlas al
titulo de explotacion oficialmente indemne o indemne
de brucelosis.

Para la prueba de fijacién del compiemento, se con-
siderara positivo al suero que contenga como minimo 20
unidades C.F.C por mililitro.

28540 ORDEN de 21 de noviembre de 1996 por
fa que se constituye la Comision de Coordi-
nacién con las Comunidades Autonomas
sobre seguros agrarios y se establece su com-
posicion y funciones.

La Entidad Estatal de Seguros Agrarios (ENESA), crea-
da al amparo de lo dispuesto en la Ley 87/1978, de
28 de diciembre, de Seguros Agrarios Combinados, y
en el Real Decreto 232971979, de 14 de septiembre,



