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TARIEF VIL
Supplementen op de tarieven I, II, III, IVen V

A, Voor prestaties tussen 17 uur en 8 uur van de daarop volgende
dag, wordt per uur een supplement van 1200 F aangerekend.

Voor-vaartuigen vary minder dan 300 ton bedraagt dat supplement
op de tarieven I en II, 25 % van de voor het eerste uur vastgestelde
sleeprechten.

B. Voor prestaties verricht op zondagen en wettelijke feestdagen
wordt een supplement van 1 800 I per uur aangerekend,

Voor vaartuigen van minder dan 300 ton bedraagt dat supplement
op de tarieven I en II, 50 % van de voor het eerste uur vastgestelde
sleeptarieven. »

Art. 2. Dit besluit treedl in werking de eerste dag van de eerste
maand volgend op die gedurende welke het in het Belgisch Staats-
blad is bekendgemaalst,

Art. 3. Onze Minister van Verkeerswezen is belast met de uitvoe-
ring van dit besluit,

Gegeven te Brussel, 24 december 1987.

TARIF VII.
Suppléments aux tarifs I, II, III, IVet V

A. Un supplément de 1200 F¥ par heure est pergu pour les presta-
tions entre 17 heures et 8 heures du jour suivant,

Pour des batiments de moins de 300 tonnes ce supplément aux
tarifs 1 et II est de 25 % des droits de remorque fixés pour la
premiére heure.

B. Un supplément de 1800 F par heure est pergu pour les presta-
tions effectuées les dimanches et jours fériés légaux.

Pour des batiments de moins de 300 tonnes, ce supplément aux
tarifs 1 et II est de 50 % des droits de remorque fixés pour la
premiére heure. »

“Art, 2. Le présent arrété entre en Vigueur le premier jour du
premier mois qui suit celui au cours duquel il aura été publié gu
Moniteur belge,

Aii. 3. Notre Ministre des Communications est chargé de 'exécu~-
tion du présent arrété.

Donné a Bruxelles, le 24 décembre 1987.

BOUDEWIJN BAUDOUIN
Van Koningswege : Parle Roi :
De Minister van Verkeerswezen en Buitenlandse Handel, Le Ministre des Communications et du Commerce extérieur,
H, DE CROO H. DE CROO
.
MINISTERIE VAN LANDBOUW MINISTERE DE AGRICULTURE
N, 88 — 269 - F. 88 — 289

20 JANUARI 1983, — Koninklijk besluit tot wijziging van het
koninklijk besluit van 6 december 1978 betreffende de bestrijding
van runderbrucellose .

—

BOUDEWIJIN, Koning der Belgen,
Aan allen die nu zijn en hierna wezen zullen, Onze Groet.

Gelet op de Dierengezondheidswet van 24 maart 1987;

Gelet op het kopinklijk besluit van 6 december 1978 betrefiende
de bestrijding van rundexbrucellose;

Gelet op de richtlijn 64/432/EEG van de Raad van 20 juni 1964,
inzake veterinairrechtelijke vraagstukken op het gebied van het
intracommunautair handelsverkeer in runderen en varkens, met
zijn wijzigingen;

Gelet op het akkoord van de Minister van Begroting, gegeven de
15 januari 1988; )

Gelet op de wettenn op de Raad van State, gecoordineerd op
12 januari 1973, inzonderheid op artikel 3, § 1, gewijzigd bij de wet
van 9 augustus 1980; .

Gelet op de dringende noodzakelijkheid;

Overwegende dat men zich onverwijld dient te schikken naar de
bepalingen van de Richtlijn 64/432/EEG van de Raad van
26 juni 1864, laatst gewijzigd bij de Richtlijn 87/489/EEG van de
Raad van 22 september 1987 en vanaf de volgende campagne voor
de bestrijding van de runderbrucellose, de maatregelen van dierge-
neeskundige politie genomen in uitvoering van de Dierenge-
zondheidswet van 24 maart 1987, dient aan te passen;

Op voorstel van Onze Minister van Buitenlandse Betrekkingen en
van Onze Staatssecretaris voor Landbouw,

Hebben Wij besloten en besluiten Wij :

Axtikel 1. Artikel 1, § 1, van het koninklijk beshit van
8 december 1878 betreffende de bestrijding van de runderbrucellose
wordt vervangen door de volgende bepaling:

« De runderbrucellose is een dierenziekte die valt onder de toepas-
sing van hoofdstuk III van de dierengezondheidswet van
24 maart 1987.»

Art. 2. In artikel 2 van hetzelfde besluit worden de volgende wijzi-~
gingen aangebracht ; }

A. 1 wordt vervangen door de volgende bepaling :

« 1, rund aangetast door brucellose : het rund dat klinische
verschijnseien van brucellose vertoont of bij hetwelk laborato-
riumonderzoeken hebben uitgewezen hetzij :

a) de aanwezigheid van brucella’s;
2

20 JANVIER 1988, — Avrrété royal
maodifiant Parrété royal du 6 décembre 1978
relatif a la lutte contre la brucellose bovine

BAUDOUIN, Roi des Belges,
A tous, présents et & venir, Salut.

Vu la loi du 24 mars 1987 relative & la santé des animaux;

Vu larrété royal du 6 décembre 1978 relatif & la lutte contre la
brucellose bovine;

Vu la Directive 64/432/CEE du Conseil du 26 juin 1964, relative &
des problemes de pelice sanitaire en matiére d’échanges intracom-
munautaires d'animaux des espéces bovine et porcine, ainsi gu'elle
a été modifiée;

Vu laccord du Minisire du Budget, donné le 15 janwior 1988;

Vu les lois sur le Conseil d'Etat, coordonnées le 12 janvier 1973,
notamment l'article 3, § 1er, modifié par la loi du 9 aoit 1980;

Vu l'urgence;

Considérant qu'il y a lieu sans délai de se conformer aux disposi-
tions de la Directive 64/432/CEE du Conseil du 28 juin 1964, modifiée
en dernier lieu par la Directive. 87/489/CEE du Conseil du
22 septembre 1987 et d'adapter dés la prochaine campagne de lutte
~onire Ia brucellose bovine, les mesures de police sanitaire en exécu-
tion de la loi du 24 mars 1987 relative & la santé des animaux;

Sur la proposition de Notre Ministre des Relations extérieures et
de Notre Secrétaire d'Etat a PAgriculture,

Nouz avons arrété et arrétons :

Article 1er. L'article 1er, § 1er de Iarrété royal du 6 décembre 1978
relatif & la brucellose bovine est remplacé par la disposition
suivante :

« La brucellose bovine est une maladie des animaux qui tombe
sous l'application du chapitre III de la loi du 24 mars 1987 relative &
la santé des animaux, »

Are. 2. A T'article 2 du méme arrété sont apportées les modifica-
tions suivantes : -

A Le 1 est remplacé per la disposition suivante :

« 1. bovin atteint de brucellose : le bovin qui présente des signes
cnmgues de brucellose ou chez lequel les examens de laboratoire
ont décelé soit ;

a) la présence de brucellas;
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. ul;) een agglutinatietiter gelijk aan of hoger dan 30 LE. per milli-
iter; .

t"g) een titer van 20 of meer EEG:sensibilisatie-eenheden per milli-
r,

Wordt evenwel niet beschouwd als aangetast door brucellose :

- het rund jonger dan dertig maanden, waarvoor de vaccinatie
werd toegelaten overeenkomstig artikel 38 met het vaccin BUCK 19
op de leeftijd van vier tot zes maanden, of met een andere entstof
goedgekeurd door de Europese Gemeenschappen, en dat een agglu-
tinatietiter van minder dan 80 LE. per milliliter vertoont, evenals :

— een titer van minder dan 30 EEG-sensibilisatie-eenheden
indien het dieren betreft die minder dan twaalf maanden geleden
ingeént zijn;

- = een titer van minde; dan %0 EEG-sensibilisatie-eenheden in
alle andere gevallen;

— het rund gevaccineerd in tocpassing van artikel 23bjs, sedert
minder dan honderd tachtig dagen, en dat een agglutinatietiter van
minder dan 200 L.E. per millimeter vertoont, evenals een titer van
minder dan 100 EEG-sensibilisatie-eenheden op de complementbin-
dingsreaktie. » .

B, Punt 2 wordt aangevuld als volgt :

« d) hetzij behoort tot een haard. »

C. Punt 3 wordt opgeheven.

Art. 3. Artikel 9, tweede lid, van hetzelfde besluit wordt als volgt ’

gewijzigd :

A. 1 wordt vervangen door de volgende bepaling :

« 1. alle runderen van de veestapel worden geidentificeerd door
het aanbrengen in het rechteroor van een speciaal merkteken
erkend volgens de richtlijnen van de Minister van Landbouw.

De verantwoordelijke van deze runderen is verplicht ;

a) de inspecteur-dierenarts op de hoogte te brengen van alle
verliezen, wijzigingen of veranderingen van deze speciale merkte-
kens voor identificatie;

b) erop toe te kijken dat de aanduidingen aangebracht op deze
merktekens altijd duidelijk leesbaar zijn. »

B. 2 wordt vervangen door de volgende bepaling :

« 2. alle runderen van de veestapel worden binnen de gebouwen
van het bedrijf waar ze worden onderbracht afgezonderd.

Nochtans kan de inspecteur-dierenarts toelaten dat de niet-drach-
tige dieren, voor zover ze binnen de dertig voorafgaande dagen de
proeven bedoeld in bijlage Il A en B hebben ondergaan met negatief
resullaat afgezonderd worden op iedere andere plaats zodanig dat
rechtstreeks of onrechtstreeks contact met runderen van andere
bedrijven onmogelijk is. »

Art. 4. In hoofdstuk III van hetzelfde besluit wordt een afde-
ling 3bis en een artikel 23bis ingevoegd, luidend als volgt :

« Afdeling 3bis. — Zonale profylaxie. )

Artikel 23bis. De Minister van Landbouw kan tijdelijk in de
gemeenten of gebieden, door hem aangeduid, waar een bijzonder
gevaar voor uitbreiding van de brucellose bestaat :

1. maatregelen nemen voor de intensivering van de opsporing van
de brucellose en van de uitvoering van de serologische balansen en
andere onderzoeken, Hij legt de termijnen vast waarbinnen ze
moeten verwezenlijkt worden;

2. de modaliteiten van uitzuivering en de termijnen waarbinnen
deze moeten verwezenlijkt worden, bepalen;

3. in afwijking van de bepalingen van artikel 38 volgens de wijze
die hij bepaalt, het inenten tegen brucellose toelaten met de entstof
BUCK 19 of een andere entstof goedgekeurd door de Eurcpese
Gemeenschappen, evenals de bijzondere maatregelen die er van
toepassing zijn, treffen, »

Art. 5, Artikel 24, tweede lid, van hetzelfde besluit wordt aange-
vuld als volgt :

onverminderd de bepalingen, onder andere van de artikelen 10,
11, 13 en 56 »,

Art. 8, Artikel 31, eerste lid, van hetzelfde besluit wordt vervangen
door de volgende bepaling :

« Artikel 31, Alleen het Nationaal Instituut voor Diergenees-
kundig Onderzoek en de in bijlage IIl voorkomende laboratoria zijn
gemachtigd biologische proeven op melk, bloed en op elk andere
stof, met het oog op de diagnose van runderbrucellose te
verrichten. »

Art, 7. In artikel 37 van hetzelfde besluit worden de woorden
« voor het opsporen, de diagnose, het onderzoek en de controle van

brucellose » geschrapt.

b) un titre agglutinique égal ou supérieur & 30 Ul par millilitre;

¢) un titre en unités sensibilisatrices égal ou supérieur 4 20 U CEE
par millilitre,

Cependant, n'est pas considéré comme atteint de brucellose :

— le bovin 4gé de moins de trente mois dont la vaccination a été
autorisée conformément & I'article 38 avec le vacein BUCK 19 & l'age
de quatre A six mois, ou avec un vaccin agréé par les Communautés
Européennes et qui présente un titre agglutinique inférieur a 80 U.1,
par millilitre, ainst que :

— un titre inférieur & 30 U CEE sensibilisatrices s'il s'agit
d'animaux vaccinés depuis moins de doize mois;

— un titre inférieur 4 20 U CEE sensibilisatrices dans tous les
autres cas;

— le bovin vacciné en application de Yarticle 23bis, depuis moins
de cent quatre-vingt jours et présentant un titre agglutinique infé-
rieur & 200 U.I, par miliilitre ainsi qu'un titre inférieur a 100 U CEE
sensibilisatrices & I'épreuve de la fixation du complément. »

B. Le 2 est complété comme suit :
« d) soit fait partie d'un foyer. »
C. Le 3 est abrogé. )

Art. 3. A l'article 8, alinéa 2, de ce méme arrété sont apportées les
modifications sujvantes : N

A, Le 1 est remplacé par la disposition suivante : .

« 1. tous les bovins du cheptel sont identifiés par apposition &
Poreille droite d'une marque spéciale agréée suivant les directives
du Ministre de 'Agriculture.

Le responsable de ces bovins est tenu :

a) d'avertir I'inspecteur vétérinaire de toute perte, modification ou
altération de ces marques d'identification spéciales;

b) de veiller & ce que les inscriptions mentionndes sur ces
marques soient en tout temps parfaitement lisibles. »

B. Le 2 est remplacé par la disposition suivante :

« 2. tous les bovins du cheptel sont isolés dans les locaux d’héber-
gement de l'exploitation.

~ Toutefois, Yinspecteur vétérinaire peut autoriser que les boving

non gestants, pour autant qu'ils aient subi dans les trente jours
précédents, avec réactions négatives, les épreuves visées a
Pannexe I A et B, soient isolés dans tout autre endroit sans contact
direct ou indirect possible avec les bovins d’'autres exploitations,»

Art. 4, Dans le chapitre Il du méme arrété sont insérés une
section 3bis et un article 23 bis, rédigés cornme suit :

« Section 3bis. — Prophylexie zonale,

Article 23bis, Dans les communes ou régions & risques particuliers
d'extension de la brucellose, qu'il désigne, le Ministre de I'Agricul-
turz peut temporairement :

1. prendre des mesures en vue de lintensification du dépistage de
la brucellose et de la réalisation des bilans sérologiques et autres
examens. Il fixe les délais dans lesquels ils doivent étre effectuss;

2. déterminer les modalités d'assainissement et les délais dans
lesquels cet assainissement doit 8tre réalisé;

3. autoriser, en dérogation aux dispositions de l'article 38, selon

' les modalités qu'il détermine, la vaccination antibrucellique & laide

du vaccin BUCK 19 ou d'un autre vaccin agrésé par les Communautés
etlxropéennes ainsi que fixer les mesures particulitres y applica-
es, » .

im‘ 3. L'article 24, alinéa 2 du mé&me arrété est complété comme
suit: .

tcsgans préjudice des dispositions notamment des articles 10, 11, 13
e »,

Art. 6. L'article 31, premier alinéa, du méme arrété est remplacé
par la disposition suiyante :

« Article 31, L/Ingtitut National de Recherches Vétérinaires et los
laboratoires visés & l'annexé HI sont seuls habilités & exédcuter les
épreuves biclogiques sur le lait, le sang et toutes autres substances
en vue du diagnostic de la brucellose bovine. »

Art. 7, A larticle 37 du méme arrété les mots « pour le dépistage, le
diagrg)stéc. la recherche et le coptrdle de la brucellose » sont
supprimés,
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Art. 8. In artikel 40, 1e lid, van hetzelfde besluit worden tussen de
woorden « tenzij » en « het » de woorden « het drager is van de voor-
geschreven oormerken en » ingegevoegd.

Art. 8. In artikel 41, le lid van hetzelfde besluit worden de
woorden « en, naar gelang van het geval het resuitaat van de serolo-
gische proeven uit te voeren binnen de dertig dagen die het vertrek
uit het bedrijf voorafgaat » geschrapt.

Art. 10, Artikel 42 van hetzeltde besluit wordt vervangen door de
volgende bepaling :

« Art. 42. Onverminderd de bepalingen van artikel 39, § 2, bekomt
een veestapel waaraan een rund wordt toegevoegd het statuut van
de veestapel van herkomst, indien dit lager is dan het eigen statuut.
In dit geval is het artikel 3 van het koninklijk besluit van
6 december 1978 tot bevordering van de runderbrucellosebestrijding
niet meer van toepassing totdat de veestapel waaraan het rund
werd toegevoegd, terug zijn oorspronkelijk gezondheidsstatuut
verkregen heeft.

Indien runderen, afkomstig van bedrijven met verschillende
statuten, tijdens de overbrenging contacten hebben, vervangt het
laagste statuut het statuut vermeld op de attesten, »

Art. 11. Artikel 43, eerste lid, van hetzelfde besluit wordt
vervangen door de volgende leden :

« Hij die een rund verwerft voor de kweek, melkwinning of
vetmesting moet ;

10 van de overdrager de afgifte eisen van het attest dat het dier
vergezelt zoals bedoeld in artikel 40 en het behoorlijk ingevuld doen
toekomen bij de inspecteur-dierenarts, onmiddellijk na ontvangst
van de resultaten van de voorgeschreven onderzoeken;

2¢ binnen de 48 uren volgend op de verwerving van het rund,
beroep doen op een aangenomen dierenarts naar zijn keuze, om het
dier te onderzoeken en over te gaan tot het nemen van een bloed-
monster en desgevallend van elke andere stof noodzakelijk voor de
diagnose van de bruceliose, overeenkomstig de onderrichtingen van
de Minister van Landbouw.

Deze verplichting tot staslname is niet van toepassing op
runderen jonger dan twaalf maanden en op mannelijke runderen of
castraten jonger dan dertig maanden, bestemd voor de vestmesting.

Hij mag het rund alleen toevoegen aan zijn veestapel op voor-
waarde dat de onderzoeken bedoeld in het eerste lid, 2o, negatieve
resultaten hebben gegeven. »

Art. 12, In hetzelfde besluit wordt een artikel 43bis, luidend als
volgt ingevoegd :

« Artikel 43bis : de aangenomen dierenarts bedoeld in artikel 43 is
gehouden :

lo de gelijkvormigheid van de identificatiemerken en van het
signalement van het rund metdesze vermeld op de identificatiekaart
en het attest zoals bedoeld in artikel 40, evenals de geldigheid van
dit laatste na te gaan. In voorkomend geval brengt hij de inspecteur-
dierenarts op de hoogte van vastgestelde onregelmatigheden_;

20 binnen de drie dagen volgend op de oproep van de verwerver
over te gaan tot klinisch onderzoek van het rund evenals tot bet
nemen van de vereiste monsters overeenkomstig de onderrich-
tingen van de Minister van Landbouw; :

3o op zijn verantwoordelijkheid de monsters te laten toekomen
voor analyse in het provinciaal laboratorium bedoeld in bijlage III;

40 zodra hij de resultaten van deze analyse ontvangt, ze mee te
delen aan de verwerver en ze in te schrijven op het attest bedoeld in
artikel 40. »

Artikel 3 van het koninklijk besluit van 6 december 1978 tot bevor-
gering Kan de runderbrucellosebestrijding, is niet van toepassing op

it artikel.

Art. 13, Artikel 57, eexste lid van hetzelfde besluit wordt opge-
heven.

Art. 14, Artikel 59 van hetzelfde besluit wordt vervangen door de
volgende bepaling :

« Artikel 59. Overtredingen van de bepalingen van dit besluit
worden opgespoord, vasigesteld en gestraft overeenkomstig de
hoofdstukken V en VI van de Dierengezondheidswet van
24 maart 1987. :

De dieren die in beslag worden genomen en indien ze terugge-
bracht werden bij de eigenaar worden beschouwd als verdacht
a- ngetast door brucellose en de bepalingen van de artikels 7 en 8
z1jn van toepassing op deze bedrijven.

Alle kosten van vervoer en van serclogisch onderzoek vallen ten
laste van de overtreders. »

Art. 8, Dans l'article 40, premier paragraphe du méme arrété,}es
mots « qui ne soit pas porteur des marques augiculaires prescrites
et » sont insérés entre les mots « b8vin » et « qui »

Art. 9. Al'article 41, premier paragraphe du méme arrété, les mots
« et, le cas échéant, le résultat des épreuves sérologiques a effectuer
dans les trente jours précédant le départ de l'exploitation » sont
supprimeés,

Art. 10. L'article 42 di méme arrété est remplacé par la disposition
suivante :

« Art. 42. Sans préjudice des dispositions de l'article 39, § 2, un
cheptel dans lequel un bovin est introduit regoit le statut du cheptel
de provenance, si celui-ci est inférieur & son propre statut. Dans ce
cas, l'article 3 de I'arrété royal du 6 décembre 1978 relatif & 'encou-
ragement de la lutte contre la brucellose n'est plus d’application,
jusqu’a ce gue le cheptel dans lequel le bovin a été introduit ait été
requalifié par son statut sanitaire d’origine.

81, au cours du transport, des bovins provenant de cheptels avec
statuts différents ont des contacts, le statut le plus bas remplace le
statut mentionné sur les attestations. »

Art. 11, L'article 43, premier alinéa, du méme arrété est remplacé
par les alinéas suivants :

« Celui qui acquiert un bovin pour I'élevage, l'exploitation laitiére
ou l'engraissement doit :

1o exiger du cédant la remise de lattestation visée & I'article 40 qui
accompagne le bovin, et la faire parvenir a l'inspecteur vétérinaire
diment complétée, dés réception des résultats des examens pres-
crits;

20 faire appel endéans les 48 heures qui suivent Pacquisition du
bovin, 4 un médecin vétérinaire agréé de son choix, afin de le faire
examiner ¢t de faire procéder sur celui-¢i & un prélévement de sang
et le cas échéant, de toute autre substance nécessaire au diagnostic
de la brucellose, conformément aux instructions du Ministre de
Y'Agriculture,

Cette obligation de prélevement ne s'applique pas aux bovins gés
de moins de douze mois ainsi qu'aux bovins males et castrats de
moins de ‘trente mois destinés & I'engraissement,

11 ne peut introduire ce bovin dans son cheptel qu'a la condition
que les examens visés 3 l'alinéa premier, 20, aient donné des résul-
tats négatifs. »

Art. 12. Un article 43bis, rédigé comme suit est inséré dans le
méme arrété :

« Article 43bis : le médecin vétérinaire agréé visé 4 Varticle 43 est
tenu de:

1o contrdler la conformité des marques d'identification et du
signalement du bovin avec ceux mentionnés sur la fiche d'identifica-
tion et I'attestation visée & l'article 40, ainsi que la validité de cette
derniére. Le cas échéant, il informe l'inspecteur vétérinaire des
irrégularités constatées;

20 procéder, endéans les trois jours qui suivent I'appel de Iacqué-
reur, a I'examen clinique du bovin ainsi qu'aux prélévements requis
eonformément aux instructions du Ministre de Agriculture;

3o faire parvenir, sous sa responsabilité, les prélévements au labo-
ratoire provincial visé & I'annexe III, en vue de leur analyse;

4o communiquer, dés réception, les résultats de ces analyses a
P'acquéreur et les inscrire sur Fattestation visée a Yarticle 40. »

L'article 3 de I'arrété royal du 6 décembre 1978 relatif 4 'encoura-
gement de la lutte contre la brucellose ne s'applique pas au le
présent article.

Art. 13, L'article 57, alinéa ler du méme arrété est abrogé.

Art. 14, Lrarticie 59 du méme arrété est remplacé par la disposition
suivante :

« Article 59. Les infractions aux dispositions du présent arrété
sont recherchées, constatées et sanctionnées conformément aux
chapitres V et VI de la loi du 24 mars 1987 relative A la santé des
animaux.

Les bovins saisis au cas od ils sont remis au propriétaire, sont
coasidérés comme suspects d'étre atteints de brucellose et les dispa-
sitions des articles 7 et 8 sont d’application dans ces exploitations.

Tous les frais de transport et de contréle sérologique sont 3
charge des contrevenants. »
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Art. 15, De bijlagen I en I van hetzelfde besluit worden
vervangen door de bijlage I en II bij dit besluit.

Art. 18, Dit besluit treedt in werking de dag van zijn bekendma-
king in het Belgisch Staatsblad,

Art. 17. Onze Minister van Buitenlandse Retrekkingen en Onze
Staatssecretaris voor Landbouw zijn, ieder wat hem betreft, belast
met de uitvoering van dit besluit,

Gegeven te Brussel, 20 januari 1988.
BOUDEWIJN

Van Koningswege :
De Minister van Buitenlandse Betrekkingen,
L. TINDEMANS

De Staatssecretaris voor Landbouw,
P. DE KEERSMAEKER

Bijlage 1

bij het koninklijk besluit van 20 januari 1988

GEZONDHEIDSSTATUUT VAN DE VEESTAPELS

A. Onder veestépel met lgezondheidsstatuut Bl wordt verstaan :
een veestapel waarvan de klinische antecedenten en de toestand op
het gebied van de inenting en op serologisch gebied onbekend zijn,

B. Onder veestapel met gezondheidsstatuut B2 wordt verstaan :
een veestapel waarvan de klinische antecedenten, de toestand op
het gebied van de inenting en op serologisch gebied bekend zijn en
waarbij routinecontrolestests worden verricht overeenkomstig
bijlage 1 C, nodig om dergelijke veestapel een B3 (brucellosevrij) of
B4 (officieel brucellosevrij) gezondheidsstatuut te geven,

C. Onder veestapel met gezondheidsattest B3 of brucellosevrij
wordt verstaan : een veestapel : .

a) waartoe geen mannelijk rund behoort dat tegen brucellose is
ingeént;

b)waar alle of een deel van de vrouwelijke runderen zijn ingeént :

-~ 0p een leeftijd van ten hoogste zes maanden met de levende
entstof Buck 19, of met een andere door de Europese (iemeen-
schappen goedgekeurde entstof;

= op een leeftijd van ten hoogste vijftien maanden, met de
gedode geadjuveerde entstof 45/20, die officiee] gecontroleerd en
erkend is;

¢) waer alle runderen voldoen aan de in bijlage I, D, b en ¢,
vermelde voorwaarden, met dien verstande dat de runderen die
jonger zijn dan dertig maanden en die met de levende entstof
Buck 19 zijn ingeént, bij een blaedserumagglutinatie een bruceliose-
titer van 30 LE. per milliliter of meer, maar minder dan B0 LE. per
milliliter vertonen, mits zij bij de complementbindingsreactie :

— een titer van minder dan 30 EEG-eenheden vertonen, indien
het vrouwelijke runderen betreft die minder dan twaalf maanden
geleden zijn ingeént;

= in alle andere gevallen een titer van minder dan 20 EEG-
eenheden vertonen, .

De serumagglutinatietests bedoeld onder punt D, ¢ J, mogen
vervangen worden door gebufferde brucella-antigeentests uitge-
voerd overeenkomstig bijlage II, onder D of door micro-agglutinatie-
tests uitgevoerd overeenkomstig bijlage II, punt G;

d) waaraan geen enkel rund is toegevoegd zonder een attest van
een dierenarts, waaruit blijkt dat het voldoet aan de in bijlagel, D, d
gestelde voorwaarden, of dat het afkomstig is van een veestapel met
gezondheidsstatuut B3 of brucellosevrij en, in dit geval, indien
twaalf maanden of ouder, binnen dertig dagen voor de opneming in
het veebeslag, bij een bloedserumagglutinatie, verricht, overeen-
komstig bijlage II, een brucellosetiter van minder dan 30 LE, per
milliliter en een negatieve complementbindingsreactie heeft
vertoond.

Art, 15, Les annexes I et II du méme arrété sont remplacées par
les annexes I et II du présent arraté.

Art. 16, Le présent arrété entre en vigueur le jour de sa publica-
tion au Moniteur belge.

Art, 17. Notre Ministre des Relations extérieures et Notre Secré-
taire d'Etat & iAgriculture sont chargés, chacun en ce qui le
concerne, de l'exécution du présent arrété.

Donné & Bruxelles, le 20 janvier 1988.

BAUDOUIN

Par le Roi :

Le Ministre des Relations extérieures,
L. TINDEMANS
Le Secrétaire d'Etat & PAgriculture,
P. DE KEERSMAEKER

Annexe 1

& l'arrété royal du 20 janvier 1988

STATUT SANITAIRE DES CHEPTELS

A. Par cheptel avec statut sanitaire Bl, ont entend : cheptel dans
lequel les antécédents cliniques et la situation quant a la vaccination
et au statut sérologique sont inconnus.

B. Par cheptel avec statut sanitaire B2, on entend : cheptel dans
lequel les antécédents cliniques, la situation quant a la vaccination
et au statut sérologique sont connus et dans lequel des épreuves de
controle de routine sont effectuées conformément a l'annexe 1 C
pour amener ce cheptel bovin au statut sanitaire de type B3
gind)emne de brucellose) ou B4 (officiellement indemne de brucel-

ose).

C. Par cheptel avec statut sanitaire B3 ou indemne de brucellose,
on entend : un cheptel :

&) dans lequel il ne se trouve aucun bovin male ayant été vacciné
contre la brucellose;

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

— & l'age de six mois au plus  I'side.du vacein vivant Buck 19, ou
d'un autre vaccin agréé par les Communautés européennes;

—a l'dge de quinze mois au plus, & laide du vacecin tué
adjuvé 45/20 contrdlé et reconnu officiellement;

¢) dans lequel tous les bovins satisfont aux conditions indiquées &
l'annexe I, D, b et ¢, étant entendu que les bovins, qui ont été
vaccinés a l'aide du vaccin vivant Buck 19, &gés de moins de trente
mois peuvent présenter un titre brucellique égal ou supérieur &
30 U.L agglutinantes par millilitre, mais infériear & 80 U.L aggluti-
nantes par millilitre pour autant qu'ils présentent lors de la réaction
de fixation du complément :

— un titre inférieur & 30 unités CEE, g'il s'agit de femelles vacci-
nées depuis moins de douze mois;

— un titre inférieur & 20 unités CEE dans tous les autres cas.

Les épreuves de séro-agglutination visées au point D, ¢, i, peuvent
étre remplacées par des épreuves a 'antigéne brucellique tamponné
effectuées conformément & 'annexe 11, point D ou par des épreuves
de mlgo-agglutinution effectuées conformément a lannexe 11,
point G;

d) dans lequel aucun bovin n'a été introduit sans une attestations*
d'un vétérinaire agréé certifiant qu'il se trouve dans les conditions
prévues a I'annexe 1, D, d ou qu'il rrovient d'un chepiel avec statut
sanitaire B3, ou indemne de brucellose et, dans ce cas, s'il est agé de
douze mois ou plus, qu'il a présenté, dans les trente jours avant
I'introduction dans le cheptel selon les dispesitions de I'annexe II, un
titre brucellique inférieur a 30 U.L agglutinantes par millilitre et une
réaction de fixation du complément négrtive,
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Betreft het echter een ingeént rund jonger dan dertig maanden,
dan mag de bloedserumagglutinatie een brucellosetiter van 30 L.E.
per milliliter of meer, maar minder dan 80 LE. per milliliter
vertonen, mits het bij de complementbindingsreactie :

- een titer van minder dan 30 EEG-eenheden vertoont, indien
het een vrouwelijk rund betreft dat minder dan twaalf maanden
geleden is ingeént;

- na de twaalfde maand volgend op de inenting een titer van
minder dan 20 EEG-eenheden vertoont.

D. Onder veestapel met gezondheidsstatuut B4 of officieel brucel-
losevrij wordt verstaan, een veestapel:

a) waartoe geen runderen behoren die tegen brucellose zijn
ingeént, tenzij het vrouwelijke runderen betreft die minstens drie
jaar geleden zijn ingeént;

b} waar alle runderen sedert ten minste zes maanden geen
klinische brucelloseverschijnselen vertonen;

¢) waar alle runderen die twaall maanden of ouder zijn :

i) bij 2 onder officieel toezicht met een tussenpoos van ten minste
drie maanden en ten hoogste twaalf maanden volgens het bepaalde
in bijlage II, verrichie bloedserumagglutinaties een brucellosetiter
hebben vertoond van minder dan 30 I.E. per milliliter; de eerste
bloedserumagglutinatie kan worden vervangen door drie ringtests,
uitgevoerd met een tussenpoos van drie maanden, mits de tweede
bloedserumagglutinatie ten minste zes weken na de derde ringtest
wordt verricht; de serumagglutinatietests bedoeld in deze alinea
mogen vervangen worden door 2 officiéle gebufferde brucella-anti-
geentests of 2 micro-agglutinatietest uitgevoerd overeenkomstig
bijlage II, onder G. Deze tests worden eveneens uitgevoerd met een
tussenpoos van ten minste drie en ten hoogste twaalf maanden.

ii) jaarlijks worden gecontroleerd door middel van drie ringtests
verricht met een tussenpoos van ten minste drie maanden, of twee
ringtests verricht met een tussenpoos van ten minste drie maanden
en één serologische test (serum-agglutinatietest, gebufferde
brucella-antigeentest, plasma-agglutinatietest, plasmamelkringtest
of micro-agglutinatietest) verricht ten minste zes weken na de
tweede ringtest, ten einde de afwezigheid van brucellose vast te
stellen. Indien geen ringtests worden uitgevoerd, dienen elk jaar
twee serologische tests (serumagglutinatietest, gebufferde brucella-
antigeentest, plasma-agglutinatietest, plasmmamelkringtest of micxo-
agglutinatietest) te worden uitgevoerd met een tussenpoos van ten
minste drie en ten hoogste zes maanden.

Wanneer in het ganse Rijk of een gebied van het Rijk, waar voor
alle rundveebeslagen officiéle maatregelen inzake brucellosebestrij-
ding gelden, het percentage besmette rundveebeslagen niet hoger
ligt dan 1, behoeven jaarlijks slechts 2 ringtests te worden verricht
met een tussenpoos van ten minste drie maanden of een serolo-
gische test (serumagglutinatietest, gebufferde brucella-antigeentest,
plas)ma—aggiutinatietest, plasmamelkringtest of micro-agglutinatie-
test).

Bij controle van de inhoud van melktanks wordt het aahtal tests
bedoeld in de vorige leden verdubbeld en worden de aldaar bedoelde
tussentijden gehalveerd; »

iii) van de eisen met betrekking tot de sub ii) bedoelde jaarlijkse
controle op afwezigheid van brucellose kan worden afgezien indien
ten minste 99,8 % van de rundveebeslagen sinds ten minste vier jaar
officieel als brucellosevrij zijn erkend; in dat geval kan de tussen-
poos voor de controle tot twee jaar worden verlengd en moeten de
controles worden verricht door middel van een der sub ii) genaemde
serologische proeven.

d) waaraan geen enkel rund is toegevoegd zonder een attest van
een aangenomen dierenarts, waaruit blijkt dat het afkomstig is van
een veebeslag met gezondheidsstatuut B4 of officieel brucellosevrij
en, indien het twaalf maand of ouder is, dat bij een bloedserumag-
glutinatie, die binnen de dertig dagen voor de toevoeging aan de
veestapel werd verricht overeenkomstig het bepaalde in bijlage II,
een brucellosetiter van minder dan 30 LE. per milliliter heeit
vertoond :

i) de nioedserumaggiuunatie behoort echter niet te worden geéist,
wanneer het percentage haarden sinds ten minste twee jaar niet
hoger ligt dan 0,2 en wanneer uit een attest van een aangenomen
dierenarts blijkt dat het desbetreffende rund :

1. behoorlijk is geidentificieerd;

2. afkorastig is uit een veestapel met gezondheidsstatuut B4 of
officieel brucellosevrij;

Toutefois, sil sagit d'un bovin vaceiné 4gé de moins de trente
mois, il peut présenter un titre burcellique &gal ou supérieur &
30 U.l. agglutinantes par millilitre, mais inférieur & 80 U.1 aggluti~
nantes par millilitre, pour autant qu’il présente, lors de la réaction
de fixation du complément :

- un titre inférieur a 30 unités CEE, s'il s'agit d'un bovin femelle
vaccinée depuis moins de douze mois;

— un titre inférieur a 20 unités CEE apres le douzieme muois
suivant la vaccination.

D. Par’cheptel avec statut sanitaire B4 ou cheptel officiellernent

- indemne de brucellose, on entend, un cheptel:

a) dans lequel ne se trouvent pas de bovins vaccinés contre la
brucellose, a moins qu'il ne s'agisse de femelles ayant été vaccinées
depuis au moins trois ans;

b) dans lequel tous les bovins sont exempts de signes cliniques de
brucellose deptiis six mois au moins;

¢) dans lequel tous les bovins agés de douze mois ou plus:

i} ont présenté, a l'occasion de 2 séro-agglutinations pratiquées
officiellement & des intervalles de trois mois au moins et de douze
mois au plus selon les dispositions de 'annexe II, un titre brucel-
liqgue inférieur a 30 U.I agglutinantes par millilitre; la premieére
séro—agglutination peut étre peut éire remplacée par trois epreuves
de l'anneau (ringtest) effectudes & intervaile de trois mois, a la
condition toutefois que la seconde sérp-agglutination soit effectuée
six semaines au moins aprés la troisitme épreuve de 'anneau; les
épreuves de séro-agglutination au présent alinéa peuvent éire
remplacées par deux épreuves a l'antigéne brucellique tamponné
pratiquées officiellement ou par denx épreuves de micro-aggiutina-
tion pratiquées conformément a Yannexe 11, point G. Ces épreuves
sont également effectuées a intervalle de trois mois au moins et de
douze mois an plus; )

ii) sont contrélés annuellement pour déterminer I'absence de
brucellose par 3 épreuves de l'anneau effectuées & intervalles d'au
moins trois mois ou 2 épreuves de 'anneau a intervalle d'au moins
trois mois et une épreuve sérologique (épreuve de séro-agglutina-
tion, épreuve a 'antigéne brucellique tamaponné, épreuve de plasmo-
agglutination, épreuve de Panneau de lait sur plasma sanguin ou
épreuve de micro-agglutination) pratiquée six semaines au moins
aprés la deuxiéme épreuve de I'anneau. Lorsque les épreuves de
l'anneau ne sont pas pratiquées, 2 épreuves sérologiques (épreuve
de séro-agglutination, épreuve a l'antigéne brucellique tamponné,
épreuve de plasmo-agglutination, épreuve de l'anneau de lait sur
plasma sanguin ou épreuve de micro-agglutination) sont effectudes
chaque année a intervalles de trois mois au moins et de six mois an
plus.

Lorsque, dans tout le Royaume ou dans une région du Royaume
ol la totlalité des cheptels bovins est soumise aux opérations offi-
cielles de lutte contre la brucellose, le pourcentage des cheptels
bovins infectés n’est pas supérieur a 1, il suffit de procéder annuelle-
ment & 2 épreuves de l'anneau a intervalles d’au meins trois mois ou
a une épreuve sérologique (épreuve de séro-agglutination, épreuve &
T'antigéne brucellique tamponné, épreuve de plasmo-agglutination
épreuve de 'anneau de lait sur plasma sanguin ou épreuve de micro-
agglutination). )

En cas de contrbéle sur le contenu des citernes, le nombre des
épreuves visé aux alinéas précédents est a doubler etles intervalles
sont a réduire de moitié; » _

ilf) il peut étre renoncé aux exigences concernant le contréle
annuel de Yabsence de brucellose prévu sous ii) lorsque au
moins 998 % du cheptel bovin sont reconnus officiellement
“adernnes de brucellose depuis quatre ans au minimum; dans ce cas,
Uintervalle entre les contrdles peut étre porté a deux ans et les
contrdles doivent éfre effectués a I'aide de tune des épreuves sérolo-
giques citées sous ii). N

d) dans lequel aucun bovin n’a été introduit sans qu'une attesta-
tion d'un vétérinaire agréé ne certifie que ce bovin provient d’'un
cheptel avec statut sanitaire B4 ou officiellement indemne de brucel-
lose et, s'il est agé de douze mois au plus, quil a présenté un titre
brucellique inférieur 4 30 U.l, agglutinantes par millilitre, lors d"une
séro-agglutination pratiquée selon les dispositions de l'annexe 1I,
dans les trente jours avant l'introduction dans le cheptel :

i) toutefois, la séro-agglutination peut ne pas &tre exigée quand le
pourcentage de foyers n'est pas, depuis deux ans au moins, supé-
rieur 4 0,2 et 5'il résulte d'une attestation d'un vétérinaire agréé que
le bovin @

1, est diment identifié;

2. provient d'un cheptel avec statut sanitaire B4 ou officiellement
mdemne de brucellose;
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3. bij zijn vervoer niet in aanraking is gekomen met runderen die
niet afkomstig zijn uit veestapels met gezondheidsstatuut B4 of offi-
cieel brucellosevrij;

if) het sub i} bedoelde attest hoeft niet te worden geéist wanneer
sedert ten minste vier jaar :

— 99,80 pct. van de veestapel het gezondheidsstatuut B4 hebben
of officieel brucellosevrij zijn;

— op de veestapels die niet het gezondheidsstatuut B4 hebben of
niet als officieel brucellosevrij erkend zijn, officieel toezicht bestaat,
waarbij het overbrengen van runderen buiten deze veestapels
verboden is behalve wanneer zij naar een slachthuis worden
gebracht vergezeid van een geleidebrief afgeleverd door de inspec-
teur-dierenarts.

Gezien om te worden gevoegd bij Ons besluit van 20 januari 1988.

BOUDEWIJN

Van Koningswege :

De Minister van Buitenlandse Betrekkingen,
L. TINDEMANS

De Staatssecretaris voor Landbouw,
P. DE KEERSMAEKER

Rijlage 2
bij het koninklijk besluit van 20 januari 1988

De biologische proeven
" A Bloedserumagglutinatie :

1. De sub-standaard van het brucelloseserum moet overeenkomen
met het in het Veterinary-Laboratory Weybridge/Surrey, Engeland,
bereide internationale standaard-serum.

De ampul moet 1000 internationale agglutinatie-eenheden (L.E)
bevatten per 1 milliliter gelyofiliseerd runderbrueelloseserum.

2. Het standaardserum moet bij het Bundesgesundheitsamt te
Berlijn betrokken worden.

3. Het gehalte aan brucellaagglutininen van een serum moet
worden uitgedrukt in internationale eenheden (LE.) per milliliter
(bijvoorbeeld serum X = 80 1.E. per milliliter).

4. Het aflezen van de langzame serumagglutinatie in reageer-
buisjes moet geschieden bij 50 pet. of 75 pet. agglutinatie, waarbij
het gebruikte antigeen op dezelfde wijze moet zijn getitreerd ten
opzichte van een standaardserumn.

5. Het agglutinatievermogen van de verschillende antigeen-
soorten ten opzichte van het standaardserum moet gelegen zijn
tussen de volgende grenzen :

— indien het aflezen geschiedt bij 50 pct. : tussen 1/600 en 1/1000;

— indien het aflezen geschiedt bij 75 pct. : tussen 1/500 en 1/750.

6. Voor de bereiding van antigeen, bestemd voor de serumaggluti-
natie in reageerbuisjes (langzame methode), moeten de stammen
Weybridge, nr. 99 en US.D.A. 1119 of enige andere stam met een
gelijke gevoeligheidsreaktie worden gebruikt.

7. De voedingsbodems, zowel voor het kweken van de stam in
laboratoria als voor de produktic van antigeen, moeten zo worden
gekozen dat zij de dissociatie van de brucellosekiemen (S-R) niet
bevorderen; bij voorkeur moeten voedingsbodems op basis van
aardappelen worden gebruikt.

8. De bacterie-emulsie moet gevormd worden in een fysiologische
oplossing (NaCl 8,5 %) met een fenoltoevoeging van 0,5 pct. Forma-
line mag niet gebruikt worden.

9. Het Nationaal Instituut voor diergeneeskundig onderzoek is
belast met het oificieel toezicht op de antigenen,

10. De antigenen kunnen geconcentreerd worden geleverd voor
zover op het etiket van de fles de vereiste verdunningsgraad is
aangegeven.

11, Voor een serumagglutinatie moeten minstens 3 verdunningen
voor elk serum worden ingesteld. Het verdachte serum moet zo
verdund worden dat de aan de infectiegrens liggende reactie in het
middelste reageerbuisje wordt afgelezen. Bij een positieve reactie in
dit buisje bevat dus het verdachte serum een hoeveelheid *an
minstens 30 LE. per milliliter.

3. n'est pas entré en contact, & I'occasion de son transport, avec
des bovins ne provenant pas de cheptels avec statut sanitaire B4 ou
officiellement indemnes;

ii) l'attestation prévue sous i) peut ne pas étre exigée quand
depuis quatre ans au minimum :

— 99,80 p.c. au moins des cheptels ont le ‘statut sanitaire B4 ou
sont reconnus officiellement indemnes de brucellose et,

— les cheptels qui n'ont pas le statut sanitaire B4 ou qui ne sont
pas officiellement indemnes se trouvent sous contrdle officiel, le
transfert des bovins hors de ces cheptlels étant interdit, sauf s'ils
sont conduits a l'abattage sous le couvert d'un squf-conduit délivré
par linspecteur vétérinaire.

Vu pour étre annexé a Notre arréié du 20 janvier 1988.

BAUDOUIN

Par le Roi :
Le Ministre des Relations extérieures,
L. TINDEMANS

Le Secrétaire d'Eiat & I'Agriculture,
P. DE KEERSMAEKER

Annexe 2
a l'arrété royal du 20 janvier 1988

Les épreuves biclogiques
A. Séro-agglutination :

1. Le sérum agglutinant standard doit étre conforme au sérum
étalon préparé par le Veterinary Laboratory, & Weybridge/Surrey,
Angleterre.

L’ampoule doit contenir 1000 unités internationales (U.1.) aggluti-.
nantes provenant de la lyophilisation de 1 millilitre de sérum bovin.

2. La fourniture du sérum standard doit &tre assurée par le
Bundesgesundheitsamt, & Berlin.

3. Le taux des agglutinines brucelliques d'un sérum doit étre
exprimé en unités internationales par millilitre (par exemple :
sérum X = 80 unités internationales par millilitre).

4. La lecture de la séro-agglutination lente en tubes doit se faire a
50 ou 75 p.c. d'agglutination, l'antigéne utilisé devant avoir été titré
dans des conditions identiques en présence de sérum standard,

5. L'agglutinabilité des divers antigénes a I'égard du sérum stan-
dard doit étre comprise dans les limites suivantes :

— si la lecture est faite a 50 p.c. : entre 1/600 et 1/1000;

— si la lecture est faite a 75 p.c. : entre 1/500 et 1/750.

6. Pour la préparation de U'antigéne destiné & la séro-agglutination
en tubes {(méthode lente), les souches Weybridge no 99 et
US.DA. 1119 ou toute autre souche de sensibilité équivalente
doivent étre utilisées.

7. Les milieux de culture utilisés tant pour 'entretien de la souche
en laboratoire que pour la production de Vantigéne doivent étre
choisis de maniere qu'ils ne favorisent pas la dissociation bacté-
rienne (S-R); de préférence, on doit employer la gélose 4 la pomme
de terre,

8. L'émulsion bactérienne doit étre faite au sérum physiologique
{NaCl8,5 %) phénique & 0,5 p.c. Le formol ne doit pas étre employé.

9. LInstitut national de recherches vétérinaires est chargé du
conirdle officiel des antigénes,

10. Les antigénes peuvent &tre livrés 4 'étal concentré pour
autant que le facteur de dilution & utiliser soit mentionné sur
Yétiquette du flacon.

11. Pour effectuer une séro-agglutination, on doit préparer au
moins 3 dilutions pour chague sérum. Les dilutions du sérum
suispect doivent étre effectuées de telle maniére que la lecture de la
réaction & la limite d'infection se fasse dans le tube médian. En cas
de réaction positive dans ce tube, le sérum suspect contient donc au
niwing la quantité de 30 UL agglutinantes par millilitre.
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B, Complementbindingsreactie :

1. De sub-standaard van het serum is dezelfde als die genoemd
onder A 1, van deze bijlage. Behalve het gehalte aan internationale
agglutinatie-eenheden (I.E.) moet 1 milliliter van dit gelyofiliseerd
runderbrucelloseserum 1000 complementbindende sensibilisatie-
eenheden bevatten. Deze sensibilisatie-eenheden worden EEG-
sensibilisatie-eenheden (E.S.E.) genoemd.

2. Het standaardserum moet bij het Bundesgesundheitsamt te
Berlijn betrokken worden. .

3. Het gehalte aan complementbindende antilichamen in een
serum moet worden uitgedrukt in EEG-sensibilisatie-eenheden
(ES.E) (bij voorbeeld serum X = zestig EEG-sensibilisatie-
eenheden per milliliter).

Een serum dat 20 of meer EEG-sensibilisatie-eenheden (dit komt
overeen met een uitwerking van 20 % van die van het standaard-
serum) per milliliter bevat, moet als positief beschouwd worden.

5. De sera moeten als volgt geinactiveerd worden :

a) rundserum : 56 & 60¢ C gedurende 30-50 minuten;

b) varkensserum : 60° C gedurende 30-50 minuten.

8. Voor de bereiding van antigeen moet de stam Weybridge nr, 99
of de stam U.S.D.A. 1119 worden gebruikt. Het antigeen vormt een
bacteriesuspensie in een fysiologische oplossing van 0,85 pet. of in
een veronalbufferoplossing.

7. Voor de reactie moet een dosis van het complement gebruikt
worden die groter is dan de kleinste dosis benodigd voor een volle-
dige hemolyse.

8. Bij de toepassingvan de complementbindingsreactie moeten
telkens de volgende controles worden uitgevoerd :

a) controle van het anticomplementaire effect van het serum;

b) controle van het antigeen;

¢) controle van de gesensibiliseerde rode bloedlichaampjes;

d) controle van het complement;

&) controle van de gevoeligheid van de reactie met behulp van een
positief serum;

£) controle van de specificiteit van de reactie met behulp van een
negatief serum. .

9. Het toezicht en de officiéle controle op ‘de standaard-sera en de
antigeen berusten bij het Nationaal Instituut voor Diergenees-
kundig Onderzoek.

11. De antigenen kunnen geconcentreerd worden geleverd, mits
op het etiket van de fles de vereiste verdunningsgraad is aange-
geven.

C. Ringtest :

1. De ringtest moet worden uitgevoerd op de inhoud van elke
m%lkbfus op het bedrijf of op de inhoud van elke melktank op het
bedrijf.

2. Het te gebruiken standaardantigeen moet afkomstig zijn van
het Nationaal Instituut voor Diergeneeskundig Onderzoek. De anti-
genen worden bij voorkeur gestandaardiseerd overeenkomstig de
aanbevelingen van de WHO/FAQ.

3. Het antigeen mag slechts worden gekleurd met hematoxyline of
tetrazolium; bij voorkeur wordt hematoxyline gebruikt.

4. Indien geen enkele bewaringsmaatregel wordt genomen, moet
de test worden uitgevoerd tussen 18 en 24 uur te rekenen vanaf de
monsterneming.

Indien de melk niet binnen 24 uur na de bemonstering wordt
onderzocht, moet de bewaring ervan verzekerd worden; als bewaar-
middel mogen formaline of kwikchloride worden gebruikt en bij
gebruik van een van deze twee bewaarmiddelen moet de test
worden verricht binnen veertien dagen na de bemonstering. Bij
gebruik van formaline, moet de eindverdunning in het melkmonster
0,2 % bedragen; in dat geval moet de verhouding tussen de hoeveel-
heid melk en de formaline-oplossing ten minste gelijk zijn aan 10 :1,

In de plaats van formaline mag cok een oplossing van kwikchlo-
ride worden toegevoegd : de eindverdunning in het melkmonster
moet dan 0,2 % bedragen en in dat geval moet de verhouding tussen
de hoeveelheid melk en de kwikchlorideoplossing gelijk zijn
aan 10 : 1.

5. De test moet worden verricht volgens een van de volgende
methoden :

~— op een melkkolom met een hoogte van ten minste 25 mm en op
een hoeveelheid melk van 1 mi, waaraan 0,03 ml van een gestan-
daardiseerd gekleurd antigeen is toegevoegd;

— op een melkkolom met een hoogte van ten minste 25 mm en op
een hoeveelheid melk van 1 ml, waaraan 0,05 ml van een gestan-
uaardiseerd gekleurd antigeen is toegevoegd;

— op een hoeveelheid melk van 8 ml, waaraan 0,08 ml van een
gestandaardiseerd gekleurd antigeen is toegevoegd;

B. Réaction de fixation du complément :

1, Le sérum standard est le mé&me gue celui figurant a la présente
annexe au point A, 1. Outre sa teneur en unités internationales
agglutinantes, 1 millilitre de ce sérum bovin lyophilisé doit contenir
1000 unités sensibilisatrices assurant la fixalion du complément.
Ces unités sensbibilisatrices sont appelées unités CEE sensibilisa
trices.

2. La fourniture du sérum stendard doit étre assurée par le
Bundesgesundheitsamt de Berlin.

3. Le taux d'un sérum en anticorps fixateurs du complément doit
étre exprimé en unités CEE sensibilisatrices (par exemple
sérum X_= 80 unités CEE sensibilisatrices par millilitre).

4, Un sérum contenant 20 unités- CEE sensibilisatrices ou plus
(soit une activité égale & 20 % de celle du sérum standard) par milli
litre doit &tre considéré comme positif.

5. Les sérums doivent étre inactivés de la fagon suivante :

a) sérum bovin : 58 & 60¢ C pendant 30 a4 50 minutes;

b) sérum porcin : 60c C pendant 30 & 50 minutes.

6. Pour la préparation de lantigéne, les souches de Weybridge
no 99 ou U.S.D.A, 1119 doivent étre utilisées. I'antigéne représente
une suspension bactérienne dans un sérum physiologique 4 0,85 p.c
ou dans une solution tampon véronal.

7. Pour effectuer la réaction, il convient d'utiliser une dose de
complément supérieure au minimum nécessaire pour une hémolyse
totale.

8. Lorsqu’on effectue la réaction de fixation du complément, il est
nécessaire de procéder chaque fois aux controles suivants :

a) contréle de Veffet anticomplémentaire du sérum;

b) contrdle de Yantigéne;

¢} contrdle des hématies sensibilisées;

d) contrble du complément;

e) contrdle, & 'aide d'un sérum positif, de la sensibilité au déclen-
chement de la réaction;

f) contrdle de la spécificité de la réaction & l'aide d'un sérum
négatif.

9. La surveillance et le contrle officiel des sérums standards et
des antigénes sont assurés par I'Institut National de Recherches
Vétérinaires.

10. Les antigénes peuvent étre livrés a l'état concentré, pour
autant que le facteur de diluticn a utiliser soit mentionné sur
Yétiquette du flacon,

C. Epreuve de 'anneau :

1, L'épreuve de I'anneau doit éfre exécutée sur le contenu de
chaque bidon de lait ou le contenu de chaque citerne & lait de
l'exploitation.

2. L'antigéne standard & utiliser doit provenir de I'Institut
National de Recherches Vétérinaires. Il est procéde:r a la standardi
sation des antigénes selon les recommandations de !'Organisation
mondiale de la santé (OMS/FAO).

3. L’antigéne ne peut étre coloré qu'a 'hématoxyline ou au tétrazo
lium; il faut donner la préférence a I'hématoxyline.

4. Si aucune mesure de conservation n'est prise, la réaction doit

8tre pratiquée entre la 18e et la 24e heure a compter du préléve
ment.
_ SiTépreuve est effectuée plus de 24 heures aprés le prélevement,
it faut assurer la conservation de celui-ci; les agents conservateurs
pouvant étre utilisés sont le formol et le chlorure mercurique, et le
délai dans lequel 'épreuve doit étre effeciuée aprés l'utilisation d'un
de ces deux agents conservateurs est de quatorze jours suivant le
jour du prélévement. En cas d'utilisation de formo), la dilution finale
dans I'échantillon de lait est de 0,2 %; la proportion entre la quantité
de lait et la solution de formol doit étre d’au moins 10 & 1.

A la place du formol, on peut utiliser du chlorure mercurigue : la
dilution finale dans le lait est alors de 0,2 % et 1a proportion entre la
quantité de lait et la solution de chlorure mercurique de 10 4 1.

5. La réaction doit &tre pratiguée selon une des meéthodes
suivantes

— sur une colonne de lait d'au moins 25 mm de hauteur et un
volume de lait de 1 m! additionné de 0,03 ml d'un des antigénes stan
dardisés colorés;

— sur une colonne de lait d'au moins 26 mm de hauteur et un
volume de lait de 1 ml additionné de 0,05 ml d'un des antigénes stan-
durdisés colorés;

— sur un volume de lait de Bml additionné de 0.08 ml d'un des
antigénes standardisés colorés;
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- op een melkkolom met een hoogte van ten minste 25 mm en op
een hoeveelheid melk van 2 ml, waaraan 0,05 ml van een gestan-
daardiseerd gekleurd antigeen is toegevoegd.

6. Het mengsel van melk en antigeen moet gedurende ten
minste 45 en ten hoogste 60 minuten bij een temparatuur van 37 C
graden worden geincubeerd. De test moet worden beoordeeld
Singen 15 minuten nadat het mengsel nit de broedstoof is verwij-

erd.
g 7.1 gl)e reactie maoet volgens de onderstaande criteria worden beoor-
eeld :

a) negatieve reactie : gekleurde melk, kleurloze room;

b) posifieve reactie : melk en room op gelijke wijze gekleurd of
klaurloze melk en gekleurde room. »

D. Brucella antigeen bufferproef.

De brucella antigeen bufferproef kan worden uitgevoerd volgens
één der volgende methoden :

1. Manueel onderzoek :

1. Het standaardserum is het tweede internationale anti-brucella
abortus standaardserum dat wordt betrokken bij het Central Veteri-
nary Laboratory, Weybridge, Surrey, Engeland.

2. Het antigeen wordt bereid zonder inachtneming van de celcon-
ceatratie, maar de gevoeligheid van het antigeen moet zodanig
genormaliseerd zijn ten opzichte van het tweede internationale anti-
brucella abortus standaardserum, dat het antigeen een positieve

- reactie produceert bij een serumverdunning van 1 : 47,5 en een
negatieve reactie bij een verdunning van 1: 55.

3. Het antigeen wordt in suspensie gebracht in verdunnings-
middel voor gebufferd brucella antigeen met een pH van
3,66 + / — 0,5 en dat kan gemerkt zijn door het gebruik van Rose
Bengalen.

4, Voor de bereiding van het antigeen moeten de stammen
Weybridge nr. 99 of U.S.D.A. 1119 of een andere stam met een
gelijke gevoeligheidsreactie worden gebruikt.

5. De voedingsbodems, gebruikt voor het kweken van de stam in
laboratoria en voor de produktie van antigeen, mogen de dissociatie
van de brucellosekiemen (S-R) niet bevorderen; er moeten voedings-
bodems op basis van aardappelen en agar of continu cultuurme-
thoden worden gebruikt.

6. Het antigeen moet worden beproefd tegen 8 bekende, gevries-
droogde positieve, respectievelijk negatieve sera.

7. Het toezicht en de officiéle controle op de standaardsera en
-antigenen berust bij het Nationaal Instituut voor Diergeneeskundig
Onderzoek.

8. Het antigeen wordt gebruiksklaar geleverd.

9. de brucella antigeen bufferproef moet op de volgende wijze
worden uitgevoerd :

a) plaats één druppel (0,03 ) antigeen naast één druppel
{0,03 ml) serum op een witte plaat;

b)vermeng met een agitator, eerst in rechte lijn en daarna in een
cirkel met ongeveer 10 tot 12 mm diameter;

¢) daarna de plaat beurtelings achterwaarts en voorwaarts
bewegen gedurende 4 minuten (ongeveer 30 bewegingen per
minuut);

d) het aflezen van de proef moet bij goede verlichting geschieden;
bij afwezigheid van agglutinatic wordt de proef als negatief
beschouwd; iedere graad van agglutinatie zal als positief worden
beschouwd, tenzij het drogen op de randen overmatig is;

1I. Geautomatiseerde methode :

De geautomatiseerde methode moet ten minste even gevoelig en
nauwkeuring zijn als de manuele methode.

E. Plasma-melkringtest :

1. Bereiding van het plasma,

De proefbuisjes met het door toevoeging van Edia onstolbaar
gemaakt bloed worden gedurende drie minuten tegen 3 600 omwen-
ielingen per minunt gecentrifugeerd en vervolgens gedurende 12 tot
24 yur bij 37 C graden bewaard.

2. Diagnostisch gebruik, )

0.2 m] gestabiliseerd plasma wordt met ! ml rauwe melk in een
proefbuisje gebracht. Na schudden. wordt een druppel (0,05 mi)
ABR-antigeen foegevoegd waarna de inhoud van het proefbuisje
wederom wordt geschud. Het antigeen wordi genormeerd ten
opzichte van het standaard-antigeen dat door het Nationaal Insti-
tuut voor Diergeneeskundig Onderzoek ter beschikking wordt
gesteld.

Na 45 minuten bebroeding bij 37 C graden wordt het resultaat van
de proef binnen 15 minuten afgelezen. De beoordeling is positief als
de melkring even sterk als, of sterker dan de melkzuil gekleurd is.

- gur une colonne de lait d'au moins 25 mm de hauteur et un
volume de lait de 2 m} additionné de 0,05 m! d'un des antigénes
standardisés colorés.

6. Le mélange de lait et d'antigéne doit étre mis a Vétuve a
37 degrés C pendant 45 minutes au moins et 60 minutes au plus.
L'évaluation doit avoir lieu dans un délai de 15 minutes 3 compter de
ia sortie de I'étuve.

7. La réaction est appréciée selon les critéres suivants :

a) réaction négative :lait coloré, créme décolorée;

b) réaction positive : lait et créme de fagon identique ou lait déco-
loré et créme colorée. »

D. Epreuve a l'antigéne brucellique tamponné.

L’épreuve a l'antigéne brucellique tamponné peut étre réalisée
selon I'une des méthodes suivantes :

1. Méthode manuelle :

1. Le sérum standard est le deuxiéme sérum standard interna-
tional contre l'avortement brucellique fourni par le Central Veteri-
nary, Laboratory, Weybridge, Surrey, Angleterre.

2, L'antigéne est préparé sans référence & la concentration cellu-
laire, mais sa sensibilité doit étre étalonnée par rapport au
deuxi¢me sérum standard international contre 'avortement brucel-
lique de maniére & ce que l'antigéne produise une réaction positive
pour une dilution du sérum de 1: 47,5 et une réaction négative pour
une dilution de 1 : 55.

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

4. Pour préparer I'antigéne, utiliser la souche n~ 89 de Weybridge
ou la souche U.S.D.A. 1119 ou toute souche de sensibilité équiva-
lente.

5. Les milieux de culture utilisés pour conserver la souche en labo-
ratoire et pour produire l'antigéne doivent ne pas provoquer de
dissociation bactérienne (S-R); utiliser de la gélose a la pomme de
terre ou des méthodes de culture continue. )

8. L’'antigéne est testé au moyen de 8 sérums séchés procédé frigo-
rifique, dont on sait qu'ils sont respectivement positifs et négatifs.

7. La surveillance et le contrble officiels du sérum et de Yantigéne
standard sont effectués par I'Institut national de Recherches Veétéri-
naires. .

8. L'antigéne est fourni prét a l'emploi. .

9. L'éprauve a l'antigéne brucellique tamponné doit étre réalisée
de la maniére suivante :

a) mettre une goutie (0,03 ml) d'antigéne et une goutte (0,03 ml) de
sérum sur une plaque blanche;

b) a Taide d'un agitateur mélanger d'abord sur une ligne droite
puis dans un mouvement circulaire d'un diameétre de 10 & 12 mm
environ;

¢) agiter ensuite la plaque alternativement en avant et en arriére
pendant 4 minutes (environ 3¢ mouvements par minute);

d) effectuer la lecture sous un bon éclairage; en 'absence d’agglu-
tipation I'épreuve est considérée comme négative; toute agglutina-
tion permet de considérer 'épreuve comme positive, & moins que le
séchage soit excessif sur les bords.

II. Méthode automatisée :

La méthode automatisée doit étre au moins aussi sensible et
precise que la méthode manuelle.

E. Epreuve de Yanneau de lait effectué sur du plasma sanguin,

1. Obtention du plasma sanguin.

Les éprouvettes contenant le sang rendu incoagulable par adjonc-
tion d'Edta sont centrifugés pendant trois minutes 4 3 000 tr/mn et
sont ensuite conservées pendant 12 4 24 h a une température de
37 degrés C,

2. Utilisation diagnostique.

On verse 0,2 ml de plasma stabilisé dans une éprouveite conte-
nant 1 ml de lait cru. Aprés agitation, on ajoute un goutte (0,05 mt)
d’antigéne ABR et on agite a nouveau. L'antigéne est normalise
d’'aprés un antigéne standard mis & disposition par l'Institut
national de Recherches Vétérinaires,

Aprés avoir laissé reposer pendant 45 mn & une temperature de
37 degrés C, on examine le résultat dans un délai de 15mn.
[’épreuve est considérae comme positive si I'anneau de lait présente
1~ méme coloration ou une coloration plus prononcée que celle de fa
colonne de lait.
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F. Plasma-agghuatinatieproef :

Het overeenkomstig bij punt E, sub 1, bekomen bloedplasma kan
zonder thermische stabilisering onmiddellijk na het centrifugeren
worden gebruikt,

0,05 ml plasma wordt met 1 ml antigeen voor de serumaggluti-
natie (50 %) vermengd, wat overeenstemt met de verdunmingsgraad
1: 20 bij de serumagglutinatieproef, )

De aflezing gebeurt na 18 tot 24 uur bebroeding bij 37 graden C.
Als positief geldt een agglutinatie gelijk aan of hoger dan 50 %.

G. Micro-agglutinatietest :

1. Verdunningen worden gemaakt met een fysiologische zout-
oplossing 0,85 % waaraan 0,5 % fenol is toegevoegd,

2. Het antigeen wordt bereid overeenkomstig de aanwijzingen in
punten 6, 7 en 8 onder A, van bijlage II en moet worden getitreerd
overeenkomstig het bepaalde onder A, paragraaf 5, van dezelfde
bijlage. Op het ogenblik waarop het antigeen wordt gebruikt, wordt
een )0,02 % safranine O oplossing toegevoegd {(uiteindelijke oplos-
sing).

3. Het standaardserum is het serum als bedoeld onder A, punt 1,
van deze bijlage.

4. Het standsardserum moet bij het Bundesgesundheitsamt te
Berlijn worden betrokken.

5. De micro-agglutinatietest moet worden uitgevoerd op plaatjes
voorzien van putjes met een kegelvormige bodem en met een
inhoud van 0,250 ml. De test wordt als volgt uitgevoerd :

&) vooroplossing van serums ! in elk putje met 0,075 ml oplos-
middel wordt 0,050 ml van elk te onderzoeken serum toegevoegd.
Het mengsel wordt gedurende 30 seconden geschud;

b) geleidelijke verdunning van serums : voor elk serum worden
ten minste drie verdunningen bereid. Hiertoe wordt uit de voorver-
dunningen (1 : 2,5) 0,025 mi van elk serum genomen en overgebracht
op een plaatie met 0,025 ml oplosmiddel. Aldus wordt de eerste
verdunning gebracht op de waarde 1 : 5 en vinden de volgende
verdunningen plaats door verdubbeling;

¢) toevoeging van antigeen : in elk putje met de verschillende
verdunningen van te onderzoeken serums wordt 0,025 m! antigeen
toegevoegd. Na gedurende 30 seconden te zijn geschud worden de
plaatjes met hun onderscheiden deksel gesloten en worden 2ij bij
37 C graden gedurende de 20 a 24 uur in vochtige atmosfeer
geplaatst;

d) aflezen van de resultaten : het aspect van de bezinking van het
antigeen wordt geévalueerd door een onderzoek van de bodem van
het putje weerspiegeld door een daaronder geplaatste holle spiegel.
Bij een negatieve reactie vormt het antigeen bezinksels in de vorm
van een compacte knop, met duidelijke zijkanten en van een intense
rode kleur. Bij een positieve reactie daareniegen ontstaat er een
diffuse sluier van een roze kleur en op uniforme wijze verdeeld.

De onderscheiden agglutinatiepercentages worden bepaald door
vergelijking met de controles van het antigeen die 0, 25, 50, 75
en 100 % agglutinatie aangeven,

De titer van elk serum wordt uitgedrukt in internationale aggluti-
nerende eenheden per ml In de test dienen controles te worden
opgenomen die worden verricht met behulp van een negatief serum
en een positief serum dat zodanig is opgelost dat het 30 internatio-
nale agglutinerende eenheden per ml, bevat. »

Gezien om te worden gevoegd bij Ons besluit van 20 januari 1988.
BOUDEWIJN

Van Koningswege :
De Minister van Buitenlandse Betrekkingen,

L. TINDEMANS

De Staatssecretaris voor Landbouw,

P. DE KEERSMAEKER

F. Agglutination du plasma sanguin :

Le plasma sanguin obtenu conformément & la méthode visée ala
section E, sous 1, peut étre utilisé immédiatement aprés centrifuga.
tion sans qu'il soit nécessaire de procéder & une stabilisation ther-
mique.

On mélange 0,05 ml de plasma & 1 ml d’antigéne pour le séro-
agglutination & 50 %, ce qui correspond & un degré de dilution de
1:20 dans le cas de 14 séro-agglutination.

On examine le résultat aprés avolr laissé reposer pendant
18 4 24 h & un température de 37 degrés C. L'épreuve est considérée
comme positive si I'agglutination est égale ou supérieure 4 50 %.

" G.Epreuve de micro-agglutination : ~

1. Les diluants sont composés d'une solution saline physiologique
4 0,85 % phénolée & 0,5 %.

2, L'antigéne est préparé conformément aux indications des
points 6, 7 et 8 de I'annexe II, point A et le titrage doit étre effectué
conformément aux indications du point A, paragraphe 5 de la méme
annexe, Au moment de l'utilisation de I'antigene, on ajoute de la
safranine O & 0,02 % (dilution finale).

3. Le sérum standard est le méme que celui du point A, para-
graphe ler de la présente annexe,

4. La fourniture du sérum standard doit étre assurée par le
Bundesgesundheitsamt, Berlin.

5. L'épreuve de micro-agglutination est pratiquée sur des plaques
comportant des cupules 4 fond conique et dont le volume est égal
a 0,250 ml. L'épreuve est exécutée de la maniére suivante ;

a) prédilution des sérums : on gjoute dans chaque cupule conte~
nant 0,075 ml de diluant 0,050 ml de chaque sérum en examen. Les
mélanges sont agités pendant 30 secondes;

b) dilutions graduelles des sérums : préparer au moins trols dilu-
tions pour chague sérum. A cet effet, & partir des prédilutions
{1:2,5) on préleve 0,025 ml de chaque sérum et on les transfére sur
une plaque contenant 0,025 ml de diluant. De cefte maniére, la
premiére dilution est portée a la valeur de 1 : § et les dilutions
suivantes sont effectuées par redoublement;

¢) ajout de I'antigéne : on ajoute dans chaque cupule contenant les
différentes dilutions des sérums en examen de 'antigéne & raison de
0,025 ml. Aprés agitation pendant 30 secondes, les plaques sont
fermées par leur couvercle respectif et sont placées 2 37 degrés C
pendant 20 & 24 heures en atmosphére humidifiée;

d}lecture des résultats : on évalue l'aspect de la sédimentation de |
T'antigéne par un examen du fond de la cupule réfléchi par un miroir
concave placé au-dessous de celle-ci. En cas de réaction négative,
I'antigéne forme des sédiments sous forme d'un bouton compact,
aux bords nets et de couleur rouge intense. En cas de réaction posi-
tive, par contre, il se forme un voile diffus, de couleur rose ot unifor-

{1 mément réparti.

Les différents pourcentages d'agglutination sont déierminés par
comparaison avec des controles de Y'antigéne indigquant 0, 25, 50, 715
et 100 % d’agglutination. ,

Le titre de¢ chaque sérum est exprimé en unités internationales
agglutinantes par ml. Il convient d'inclure dans l'épreuve des
contrdles & I'aide de sérum négatif et de sérum positif dilué de facon
4 contenir 30 unités internationales agglutinantes par ml. »

Vu pour étre annexé & Notre arrété du 20 janvier 1985.

BAUDOUIN

Par le Roi ;

Le Ministre des Relations extérieures,

L. TINDEMANS

Le Secrétaire d'Etat & I'Agriculture,

P. DE KEERSMAEKER



