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CAPITOLUL I
Introducere, obiective si definitii

1. Scop : asigurarea de proceduri de diagnostic uniforme pentru boala de Newcastle (BN)

2. Obiective:

asigurd orientarea si cerintele pentru proceduri de diagnostic, proceduri de recoltare a
probelor si criterii de evaluare a rezultatelor examenelor clinice, necropsice si a testelor
de laborator pentru un diagnostic corespunzator al bolii de Newcastle;

stabileste cerinte minime de biosecuritate si standarde de calitate pentru transportul de
probe la Laboratorul National de Referinta pentru Influenta Aviara si BN;

stabileste testele de laborator ce pot fi aplicate pentru diagnosticul bolii de Newcastle si
tipizarea izolatelor de virus;

“proba pentru diagnostic” reprezintd orice material inclusiv carcasa intreaga
transportatd la laborator, dar nu animale vii infectate;

confirmarea bolii de Newcastle la pasarile domestice trebuie realizatd in acord cu
aceste proceduri, cu metodele de prelevare a probelor si criteriile pentru evaluarea
rezultatelor de laborator din acest manual de diagnostic pe baza unuia sau mai multor
criterii:

a. 1izolarea de virus, detectia de material genetic in probele (tesuturi, organe, sange

sau excretii) prelevate de la pasari domestice;

b. prezenta semnelor clinice si modificarilor anatomopatologice la pasarile afectate;

c. detectia anticorpilor specifici in probele de sange de la pasarile bolnave;

d. detectia anticorpilor specifici in scopul testarii imunitatii postvaccinale;
procedurile de diagnostic, metodele de prelevare a probelor si criteriile de evaluare a
rezultatelor de laborator trebuie sa fie:

a. inacord cu manualul de diagnostic;
b. aprobate de catre autoritatea competenta cu conditia ca:

P sensibilitatea si specificitatea testelor de laborator autorizate sa fie confirmate prin teste
comparative organizate de cétre Laboratorul international de referinta pentru BN;

P acolo unde evaluarea de laborator nu a fost organizata de catre Laboratorul international
de referintd pentru un anumit test, sensibilitatea si specificitatea sa fie validate de catre
laboratorul national de referinta, astfel incat testul de laborator sa corespunda cu scopul
pentru care este utilizat ; rezultatele acestei validari trebuie trimise la Laboratorul
international de referinta pentru evaluare.

CAPITOLUL 11
Descrierea bolii de Newcastle si diagnosticul diferential

1. Etiologie si virulenta
Boala de Newcastle (ND) este produsa de paramyxovirus tip | (APMV-1), care face parte din
genul Avulavirus, familia Paramyxoviridae. Paramyxovirusurile izolate de la speciile aviare au
fost clasificate prin testare serologica in 9 serotipuri de la APMV 1 la APMV 9.Virusul bolii de
Newcastle este APMV-1. Principalele paramyxovirusuri aviare si apartenenta lor sunt redate in
tabelul de mai jos:

Tulpina de virus Gazde Boala produsa la pisarile domestice

infectate pe cale naturala

APMV-1/Virusul bolii de Newcastle | numeroase Foarte raspindita in toata lumea,

evolueazd de la boald gravi la
inaparenta, depinzand de tulpina si
gazda

APMV 2/pui/California/Yucaipa/56 | Curci, vrabii Raéspandita, probabil in toatd lumea,

semne clinice respiratorii ugoare sau
scaderi ale productiei de oua




APMV-3Acurca/Wisconsin/68 Curci Numai la curci, in America de N si
Europa, semne clinice respiratorii
usoare, dar probleme grave ale
productiei de oud agravate de
exacerbarea microorganismelor sau a
factorilor de mediu

APMV-3A/papagal cu coada Psitacine, vrabii Nu este raportata infectia la pasarile
lunga/Olanda/449/75 domestice

APMV-4/ratd/Hong Kong/D3/75 Rate Nu este cunoscuta infectia
APMV-5/papagal Papagal pitic lori | Nu este raportata infectia la pasarile
pitic/Japonia/Kunitachi/74 domestice
APMV-6/ratda/HongKong/199/77 Rate Semne clinice respiratorii ugoare i

mortalitate oarecum crescuta la curci;
infectia nu este raportata la rate sau

gaste
APMV-7/turturica/Tennessee/4/75 Porumbei, Infectia naturala la curci si struti cu
turturele semne clinice respiratorii
APMV-8/gasca/Delaware/1053/76 Rate, gaste Nu s-au raportat infectii la pasarile
domestice
APMV-9/rata/New York/22/78 Rate Nu este cunoscuta infectia

Tulpinile de virus ale bolii de Newcastle difera mult in raport cu gravitatea bolii pe care o
pot produce la pasari. Tulpinile mai putin patogene pot produce boald severa cand sunt prezente
alte microorganisme sau datorita conditiilor de mediu necorespunzitoare. Metoda de diagnostic
recomandata este izolarea virusului, urmata de caracterizare si identificare.

De la prima mentionare in 1926, boala de Newcastle este consideratd endemica in multe
tari. Vaccinarile profilactice s-au practicat in toate tarile, Indeosebi in cele care practica comert.

Una din caracteristicile specifice diferitelor tulpini de virus ale bolii de Newcastle a fost
marea variabilitate a patogenitatii la puii de gdina. Tulpinile de virus ale bolii de Newcastle au fost
grupate in 5 patotipuri pe baza semnelor clinice observate la puii infectati astfel:

a) Velogene viscerotrope - cu mare patogenitate, producand forme de boald cu leziuni
intestinale hemoragice, frecvent observate.

b) Velogene neurotrope - produc mortalitate mare, de obicei cu manifestari respiratorii si
nervoase.

c) Mezogene - produc forme de boala cu semne respiratorii, ocazional nervoase, dar cu
mortalitate redusa.

d) Lentogene sau respiratorii - produc forme de boala cu infectie respiratorie medie sau
subclinica.

e) Asimptomatice enterice — de obicei cu manifestari enterice subclinice.

Datorita faptului cd semnele clinice sunt variabile si diagnosticul poate fi complicat ca
urmare a raspunsurilor diferite la infectie a diferitelor gazde, numai semnele clinice nu pot
reprezenta o baza sigurd pentru diagnosticul bolii de Newcastle. Totusi, semnele clinice
caracteristice §i leziunile asociate patotipurilor virulente vor da siguranta in suspiciunea de boala.
In conditii naturale, boala de Newcastle afecteazi in primul rand giinile si bibilicile, urmand in
in mod natural. Porumbeii domestici si sdlbatici se imbolndvesc sporadic, cu tulburari
predominant nervoase.

Sursa principala de infectie o reprezinta pasarile bolnave care elimina virusul prin secretiile
respiratorii, fecale, ouda si chiar prin foliculii penelor, precum si carcasele pasarilor bolnave.
Pasarile trecute prin boald, ca si cele rezistente si care fac forme oculte, pot fi purtdtoare si
excretoare de virus timp indelungat. Patrunderea virusului in organism se face de obicei, pe cale
respiratorie si digestiva. Transmiterea verticald este limitatd de actiunea letala a virusului asupra
embrionilor.




Boala de Newcastle este o boald foarte contagioasa, evolueaza sub forma de epizootii.
Cand apare in efective neimunizate si este produsa de tulpini velogene evolueaza exploziv, cu
morbiditate ridicatda (80-90%) si mortalitate mare (90%), avand tendinta de extindere teritoriala.
Fara a fi sezoniere, focarele sunt mai frecvente toamna-primavara, datorita actiunii conservante a
frigului asupra virusului si completarii efectivelor in micile gospodarii cu tineret neimunizat.
Boala de Newcastle poate apirea si in efectivele supuse imunizarilor. In aceste cazuri boala poate
evolua, ca si In focarele vechi, cu procentul de morbiditate si mortalitate neinsemnat si cu o
evolutie atipica in salturi, caracterizatd printr-un numar mai mare sau mai mic de cazuri mortale,
la intervale de 4-5 sau mai multe zile. Boala capata adeseori caracter stationar si persista un timp
indelungat. Boala de Newcastle poate sia evolueze atipic si inaparent, nu numai in efectivele
vaccinate, dar si in unitafi unde nu s-au facut vaccinari in urma unei infectii cu tulpini slab
virulente.

Virusul se replicd la poarta de intrare si se rapandeste 1n toate organele vascularizate,
determinand hemoragii si necroze in tubul digestiv, congestii, edem si infiltratii limfohistiocitare
in pulmon si degenerescentd neuronald, focare gliale si infiltratii limfocitare perivasculare in
sistemul nervos.

2. Semne clinice la pésarile bolnave
Perioada de incubatie este de 4-6 zile.

v Forma supraacuta evolueaza foarte repede, cu tulburari generale grave, agonie $i moarte in
cateva ore (4-20 ore);

v' Forma acutd sau tipica cea mai frecventd evolueaza cu febra (43-440C), horiplumatie,
cianoza crestei si barbitelor, indigestie ingluviala, diaree apoasa de culoare verzuie, cu sau
fara strii de sdnge, deshidratare.

Tulburérile respiratorii constau in dispnee si respiratie horcaitoare. Pentru a se elibera de mucusul
care obstrueaza caile respiratorii anterioare, pasarile scot un zgomot asemanator stranutului.
Tulburdrile nervoase se manifestd prin pareze, monoplegii sau paraplegii, opistotonus sau
emprostotonus, tulburari vestibulare, contractii spasmodice ale capului sau membrelor, torticolis.
La pasarile oudtoare scade productia de oud, iar oudle au coaja depigmentatd, moale sau sunt fara
coaja; albusul este mai fluid si camera de aer mai mare.

Procentul de mortalitatea poate depasi 90% in efectivele receptive.

v Forma subacutd evolueazd cu o simptomatologie asemanatoare, insd cu predominarea
tulburarilor nervoase. Mortalitatea este de 50%;

v Forma cronica se intlneste la pasarile rezistente, unele se vindeca complet, altele raméan
CuU tare nervoase.

La celelalte galinacee (fazani, bibilici, curci etc.) se intdlnesc manifestari clinice, bine exprimate.
La curca tabloul clinic este asemanator celui descris la gdina, dar boala evolueazd mai lent (1-2
saptamani), cu procent de mortalitate mai mare (50-80%). Puii de curca prezintd semne clinice
digestive si stare de abatere, uneori semne respiratorii si rareori semne nervoase. La curcile adulte
ouatoare, productia de oud scade treptat iar fecunditatea este redusd. Semnele nervoase apar dupa
cateva zile de la debut.

La pasarile salbatice (ciori, vrabii) tabloul clinic este dominat de semnele nervoase.

3. Modificiari anatomopatogice la pasarile bolnave

v Forma supraacuta, fulgeratoare, cu leziuni cataral-hemoragice ale aparatului respirator si
digestive. Frecvent, nu se constata nici o modificare macroscopica (necropsie alba).

v' Forma acuta : creasta si barbitele cianozate, hemoragii punctiforme pe pielea capului si
leziuni de conjunctivitd catarala sau de cheratoconjunctivita. Penele din jurul orificiului
cloacal sunt murdare de fecale diareice. In cavitatea bucali si nazala se gisesc cantitati de
mucus filant, gros, gusa este destinsd cu un continut lichid fermentat. La deschiderea
cadavrului, 1n tesutul conjunctiv subcutanat si intramuscular din regiunea capului si
gatului, se pot gasi infiltratii seroase, cu aspect gelatinos, de culoare galbuie. Mucoasa
bucala si esofagiand sunt hiperemiate, acoperite cu mucus abundent, gros, aderent si
amestecat cu particule alimentare. Adeseori se constatd hemoragii punctiforme si focare

5



miliare de necroza acoperite cu o masa cenusie-galbuie, care se detaseaza usor. La nivelul
stomacului glandular, la trecerea dintre esofag si proventricul sau dintre proventricul si
stomacul muscular, in 70-85% din cazuri se constatd pe fond de inflamatie catarala,
hemoragii punctiforme (proventriculita hemoragici). In stomacul muscular, sub cuticula,
pot fi observate hemoragii de dimensiuni diferite. De asemenea se pot intalni tiflita si
proctita hemoragica. Ficatul este distrofic, de culoare cenusie-gilbuie si cu zone
congestive. Foliculii ovarieni sunt hemoragici. Deseori se intdlnesc hemoragii la baza
cordului, fata interna a sternului §i pe mezenter.

v' Forma subacuta : aceleasi leziuni 1nsd cu caracter hemoragico-necrotic. La nivelul
mucoasei intestinale, intre cecum si cloaca se intalneste inflamatia hemoragico-necrotica
sau difteroida, sub forma de placi, constituind butoni difteroizi pseudopestosi,
caracteristici.

Aceste leziuni tipice pentru pseudopesta aviara pot fi mult mai atenuate in formele usoare de boala
sau sunt absente la pui.

in formele atipice, leziunile tubului digestiv pot lipsi sau sunt neinsemnate. Se intalnesc leziuni de
pneumonie exsudativa, laringotraheita catarald sau necrotica si acrosaculita serofibrinoasa.

4. Diagnostic diferential
Clinic, BN poate fi confundata cu alte afectiuni respiratorii ale pasarilor, cum sunt :

- influenta aviara are o contagiozitate ridicatd caracterizata clinic prin tulburari generale
grave, respiratorii, digestive si nervoase, insotite de o infiltratie edematoasa a tesutului conjunctiv
subcutanat din regiunea capului si gatului, iar morfopatologic prin diateza hemoragica accentuata
si proventriculitd hemoragica;

- bronsita infectioasa aviara afecteaza numai puii in varsta de 3-5 sdptdmani, evolueaza
enzootic cu semne clinice respiratorii , leziuni la nivelul traheei cu prezenta fibrinei in traheea
inferioard si bronhii §i zone de pneumonie in jurul marilor bronhii, mortalitate mica si cu lipsa
leziunilor de la nivelul tubului digestiv;

- laringotraheita infectioasa aviara evolueaza enzootic, cu o difuzibilitate mai lentd in
efectiv si cu predominarea fenomenelor respiratorii  iar leziunile sunt reprezentate de rinita si
laringotraheita hemoragica, chiagurile de sdnge putand oblitera traheea ;

- micoplasmoza respiratorie aviara evolueaza enzootic, fara tendinta de a difuza in afara
focarului. Sunt prezente coriza, laringotraheita si acrosaculita fibrinoasa;

- pasteureloza aviara afecteaza galinaceele si palmipedele, peste varsta de 2 luni si rareori
sub aceasta varstd. Evolueaza enzootic fard tendinta de a difuza in afara focarului si cu prezenta
leziunii de hepatitd necrotica miliard;

- encefalomielita infectioasa aviara afecteaza numai puii in varstd de pana la 2-3 luni,
evolueazd enzootic cu tulburdri nervoase, ca ataxie, incoordonare in mers, paralizie, tremur rapid
al capului si gatului; lipsesc leziunile mucoasei tubului digestiv;

- boala lui Marek apare sporadic, evolueaza cronic cu tulburiri nervoase manifestate prin
pierderea echilibrului, contractii spastice ale degetelor, flexarea picioarelor, pierderea echilibrului,
extensia exageratd inainte sau lateral a unuia sau ambelor membre ( pas de defilare, pas de
balerind ), paralizii ale aripilor si picioarelor si leziuni la nivelul nervilor (ischiatic si brachial )
care sunt ingrosati, cenusii galbui iar pe sectiune au aspect sarcomatos, tumoral;

- tifopuloroza afecteaza puii mici , cu tulburari digestive si mortalitate mare iar la adulte cu
stare tifica, anemie si ficatul cu aspect bronzat;

- coriza infectioasa evolueazd benign, cu semne de corizd, sinuzitd si edemul capului,
urmate de vindecare spontana.

CAPITOLUL 111
Criterii care conduc la suspiciunea de boala de Newcastle intr-o exploatatie de pasari
- morbiditate 80-90%;

- mortalitate 90%;
- febrd asociata cu indigestie, diaree apoasa de culoare verzuie, cu sau fara strii de sange;



- tulburari respiratorii;

- tulburari nervoase ;

- infiltratii seroase cu aspect gelatinos in tesutul conjunctiv subcutanat i intramuscular din
regiunea capului si gatului;

- hemoragii punctiforme si focare miliare de necroza pe pielea capului si leziuni de
conjunctivita catarald sau de cheratoconjunctivita,

- proventriculita hemoragica - a nivelul stomacului glandular, la trecerea dintre esofag si
proventricul sau dintre proventricul si stomacul muscular;

- tiflita si proctita hemoragica - penele din jurul orificiului cloacal sunt murdare de fecale
diareice;

- butoni difteroizi (pseudopestosi) - inflamatia hemoragico-necroticd sau difteroida, sub
forma de placi la nivelul mucoasei intestinale, intre cecum si cloaca,;

- pasdrile au avut contact direct sau indirect cu o exploatatie de pasari care s-a dovedit
infectata cu virusul bolii de Newcastle ;

- exploatatia a primit pasari transportate cu mijloace de transport care anterior au transportat
pasari din sau la o alta exploatatie ce ulterior s-a dovedit a fi infectata cu virusul BN;

- au existat contacte cu pasari salbatice infectate cu virsul bolii de Newcastle;

- existd suspiciunea unei posibile expuneri datorita intrarii In unitate a unor persoane sau
mijloace de transport

In caz de suspiciune, obligatoriu sunt prelevate probe pentru investigatii de laborator.

Diagrama flux

Teste virusologice pentru A 160

{ TT, TC, tesuturi }

Ex. virusologic

Tipizare cu
seruri pozitive specifice
pentru NDV si 1A

Pozitiv NDV Negativ IA

IPIC Secventiere




Teste serologice pentru A 160

PROBE DE SER

Prelevate de la pasari suspecte de imbolnavir
din exploatatii profesionale

RIHA NDV

|
POZITIV NEGATIV

Titruri neuniforme de anticorpi Se continua investigatiile de
(> 1/512) laborator

'

| Examen virusologic |

CAPITOLUL IV
1. Proceduri generale pentru prelevarea si transportul probelor

Set standard de probe pentru examene virusologice si serologice

a. Prelevarea probelor de sange

Pentru examenul serologic este necesard recoltarea de sange dintr-un vas superficial dupa care
probele vor fi mentinute la temperatura camerei pana la coagulare. Coagulul va fi decolat cu o
baghetd si tuburile vor fi mentinute la temperatura camerei pand se exprima serul. Serul este
separat, decantat si centrifugat dupa care poate fi congelat.

Pentru investigatia unei exploatatii suspecte sau deja infectate:

- in cazul pasarilor nevaccinate

e setul standard de probe de sange pentru examenul serologic este de minim 20 probe.
Esantioanele de sange trebuie prelevate de la toate pasarile pentru efectivele formate din
mai putin de 20 de pasari si de la 20 de pdsari in cazul efectivelor mai numeroase (exista
astfel o probabilitate de 99 % de a depista macar un ser pozitiv daca cel putin 25 % dintre
pasarile din efectiv sant pozitive, indiferent de numarul total al pasarilor din efectiv). In
vederea efectudrii testului, sangele se lasd sd se coaguleze si se extrage serul. Pasarile
aparent sanatoase sau care aparent s-au refacut trebuie considerate tinta pentru prelevarea
de probe.



b. Prelevarea probelor de tampoane oro-faringeale si traheale

Pentru recoltarea probelor de secretii oro-faringeale si traheale in scopul izolirii de virus se
utilizeaza tampoane sterile care se introduc in cavitdfi executdndu-se miscari de rotagie cu o
presiune moderata, evitandu-se lezarea mucoasei.

e setul standard de probe pentru examenul virusologic: 5 pasari bolnave/moarte si/sau cel
putin 20 de tampoane traheale/orofaringeale de la pasarile din exploatatia suspecta de
infectia cu virusul bolii de Newcastle daca numarul pasarilor este de 20 sau de la toate
pasarile daca numarul pasarilor este mai mic de 20. Pasarile cu semne clinice sunt
considerate tinta pentru prelevarea de probe.

Dupa prelevare, tampoanele se introduc in tuburi cu mediu de transport se mentin la 4°C si
se expediaza rapid la laborator.

c. Prelevarea probelor de tampoane cloacale

Pentru recoltarea probelor de fecale in scopul izoldrii de virus se utilizeaza tampoane sterile care
se introduc in cloaca executandu-se miscari de rotatie cu o presiune moderata, evitaindu-se lezarea
mucoasei.

e setul standard de probe pentru examenul virusologic: 5 pasari bolnave/moarte si/sau cel
putin 20 de tampoane cloacale de la toate pasarile din exploatatia suspecta de infectia cu
virusul bolii de Newcastle daca numarul pasarilor este de 20 sau de la toate pasarile daca
numarul pasarilor este mai mic de 20. Pasarile cu semne clinice sunt considerate tinta
pentru prelevarea de probe.

Tampoanele cloacale vor avea cel putin 1 g de fecale sau se recolteaza fecale prosapete.
Dupa prelevare, tampoanele se introduc in tuburi cu mediu de transport se mentin la 4°C si
se expediaza rapid la laborator.
Autoritatea competenta poate decide asupra probelor standard, insa un subset de probe
standard va fi prelevat obligatoriu.

d. Recoltarea de probe de la cadavre

e Se pot expedia: cadavrul intreg (cel putin 5), organe sau fragmente de organe (creier,
pulmon, splind, ficat, cord, intestin, rinichi) recoltate cat mai aseptic. Probele trebuie
ambalate separat in recipiente etanse sau saci dubli de plastic intre care se introduce vata
imbibatd cu solutie decontaminantd. Este necesard mentinerea la temperatura de
refrigerare. La exterior pachetul trebuie etichetat vizibil cu adresa laboratorului si cu
urmatorul mesaj: material patologic, perisabil, fragil, nu deschideti in afara LNR pentru
boala de Newcastle .

e. Transportul probelor

Imediat dupa prelevare, probele se vor mentine la rece, precum si pe timpul transportului
(4OC). Daca transportul la laborator nu se realizeaza in 24 ore, probele trebuie congelate la si apoi
transportate pe gheata.

Tampoanele trebuie plasate in antibiotic sau mediu de transport specific virusurilor.

Probele de tesut pot fi congelate imediat fara mediu de transport i mai tarziu vor fi
maruntite si plasate in mediu de transport.

Pastrarea probelor de organe si tampoane pentru o perioadd mai lungd de timp se face la —
80°C.

f. Mediu cu antibiotice:
La 100 ml tampon fosfat salin steril pH 7,0 - 7,4 se adauga:
e penicilind: 1.000.000 UI
e streptomicina: 1 g
e gentamicind: 25 mg
e micostatin (nistatin) : 500.000 Ul (sau 4ml nistatin )
Se corecteaza pH-ul solutiei dupa adaugarea antibioticelor la: 7,0-7,4




Aseptizarea probelor:

e pentru probele de organe: 1g tesut cu 9 ml TFS cu antibiotice (1/10 w/v)

e pentru probele de fecale: 0,5g fecale cu 9,5 ml solutie de antibiotice sau 1 g cu 19 ml
solutie de antibiotice (1/20 w/v)

e pentru tampoanele traheale: 1 tampon traheal cu Iml de solutie de antibiotice (5 TT cu 5
ml solutie de antibiotice)

e pentru tampoanele cloacale: 1 tampon cloacal cu 2 ml de solutie de antibiotice (5 TC cu 10
ml solutie de antibiotice).

2. Proceduri care trebuie aplicate in conformitate cu Directiva Consiliului
66/1992/EEC sant transpuse in Norma sanitara veterinara privind masurile de combatere a
bolii de Newcastle (pseudopesta aviard) aprobata prin Hotéirirea Guvernului nr. 1085 din
14.12.2017.

CAPITOLUL V
Diagnostic prin examene virusologice si evaluarea rezultatelor

Examene virusologice

Metoda de diagnostic a bolii de Newcastle prin izolarea de virus pe oua embrionate SPF

Principiul metodei

Metoda se bazeaza pe inocularea suspensiilor in solutii de antibiotice a materialelor patologice
reprezentate de tampoane traheale, tampoane cloacale, organe si probe de fecale prelevate de la
pasari bolnave si cadavre, in cavitatea alantoica a oualor embrionate de gaina in varsta de 9-11
zile. Lichidele alantoamniotice ale embrionilor morti sunt testate pentru activitatea
hemaglutinanta.

Prezenta virusului din familia Paramyxoviridae se confirma prin identificare cu ser pozitiv
specific fata de cele 9 serotipuri de virus: APMV-1 pana la APMV-9.

Materialul supus examindrii

Probele de tampoane traheale, tampoane cloacale trebuie prelevate pe mediu cu antibiotice,
probele de organe si fecale trebuie sa fie cat mai proaspete, conservate si transportate la 4°C.

Tehnica de lucru

Prepararea solutiei de antibiotice: in TFS pH 7,0-7,4 se adauga 2000 UI/ml penicilina, 2 mg
/ml streptomicina, 50 pug /ml gentamicina, 5000 Ul/ml micostatin. Se corecteaza pH-ul solutiei
dupa adaugarea antibioticelor la: 7,0-7,4.

Aseptizarea probelor:

Probele de tampoane cloacale se plaseaza in tampon fosfat salin pH 7.0-7,4 cu antibiotice i se
spala foarte bine in acest mediu. Aseptizarea se realizeaza timp de 1-2 ore la temperatura camerei.
Pentru tampoane cloacale concentratia de antibiotice este de cinci ori mai mare.

Probele de organe: 1g de tesut mojarat in 9 ml solutie de antibiotice (1/10/w/v) timp de 1-2 ore la
temperatura camerei.

Probele de fecale: 0,5 g fecale in 9,5 ml solutie de antibiotice sau 1 g in 19 ml solutie de

antibiotice timp de 1-2 ore la temperatura camerei. Pentru probele de fecale concentratia de
antibiotice este de cinci ori mai mare.
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Centrifugarea probelor:
Probele de creier se vor procesa separat.
Probele de fecale si de organe se centrifugheaza separat la 1000 r.p.m. timp de 30 minute.

Pregatirea ouialor embrionate pentru inoculare:

Se efectueaza mirajul oudlor embrionate pentru delimitarea camerei de aer si pozitia embrionului,
intr-o camera intunecata cu ajutorul unui ovoscop.

Oudle embrionate se identifica cu numarul probei ce urmeaza sa fie inoculata.

Se vor inocula cate 5 oua embrionate pentru fiecare proba.

Inocularea ouilor embrionate cu material patologic:

Aseptizarea locului de inoculare a oului cu tinctura de iod.

Perforarea cojii oului.

Inocularea de material patologic in cavitatea alantoamnioticad a unei cantitati de 0,2 ml cu
ajutorul unei seringi.

Aseptizarea locului de inoculare a oului cu tinctura de iod.

Inchiderea orificiului de inoculare cu parafina sau alt material.

Introducerea oualor inoculate la incubator cu temperatura de 37 °c

Ouile se vor tine sub observatie timp de 4-7 zile si se va efectua mirajul zilnic de 2 ori pe zi.
Oudle cu embrioni morti sau muribunzi se pastreaza la rece pand la examinare, iar oudle cu
embrioni vii rimase pand la sfarsitul perioadei de observatie trebuie introduse la 4°C, pentru
sacrificare.

Prepararea de solutii si suspensii necesare procesirii probelor:

Prepararea solutiei Alsever pentru recoltarea de sange: dextroza 0,8 mg, acid citric 0,055 mg,
clorura de sodiu 0,42 mg, apa distilata 100 ml.

Se autoclaveaza sau se filtreaza steril (filtru de 0,22 pm). Se pastreaza la 4°C.

Recoltarea sangelui se face in solutie Alsever in proportie de 1/1, de la minim trei pasari SPF (
dacd nu este posibil se recolteaza de la pdsari care sunt monitorizate regulat, fiind libere de
anticorpi pentru influenta aviara si boala de Newcastle).

Prepararea suspensiei de eritrocite 1%o.
e Sangele se centrifugheaza in tampon fosfat salin pH 7.0-7.4 timp de 10 minute la 1000-
1500 r.p.m.de trei ori.
e Se prepara o suspensie de eritrocite 1% in tampon fosfat salin pH 7,0-7,4.
e Eritrocitele se pot pastra la la 4°C, timp de 4-5 zile in solutie Alsever.

Deschiderea ouilor si verificarea activititii hemaglutinante a lichidelor alantoamniotice:
e Se preleveaza intr-un tub lichidele alantoamniotice din ouale cu embrioni morti.
e O cantitate de aproximativ 1 ml lichid alantoamniotic se distribuie pe o placa Petri sterila
si se adauga o cantitate egala de suspensie de eritrocite 1%
e Hemaglutinarea confirma prezenta unui virus cu activitate hemaglutinantd (virusul
influentei aviare, virusul bolii de Newcastle)

Identificarea virusului izolat si interpretarea rezultatelor:

Se efectueaza prin reactia de hemaglutinare pentru stabilirea titrului virusului izolat. Titrul
hemaglutinant al antigenului este cea mai mare dilutie de virus care produce hemaglutinarea
completd (fard curgerea eritrocitelor); aceasta reprezintd o unitate hemaglutinanta (UHA); in
reactia de inhibare a hemaglutinarii se folosesc 4 UHA (ex.:titrul 128 , rezulta ca, solutia de lucru
este 1/32). Identificarea se realizeaza cu seruri pozitive de mare specificitate pentru cele 9
serotipuri de paramyxovirus prin reactia de inhibare a hemaglutinarii.
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Titrurile inhibohemaglutinante sunt considerate pozitive daca se produce inhibarea fata de 4
unitati hemaglutinante.

Diagnostic diferential

a) Diferentierea preliminara

Este important sa se aplice masurile de control cat mai repede pentru a preveni raspandirea
virusului bolii de Newcastle, de aceeca Laboratorul National de Referinta care a izolat un virus
hemaglutinant trebuie sa identifice virusul bolii de Newcastle. Lichidele hemaglutinante trebuie
testate prin reactia de inhibare a hemaglutinarii descrisa in Capitolul VIII. Titruri pozitive, de
exemplu 2-3 log2 a martorului pozitiv, obtinute cu ser pozitiv specific pentru cele 9 serotipuri de
paramyxovirus ale virusului bolii de Newcastle, pot servi ca identificare primara si implicit la
aplicarea masurilor de control.

Cele mai frecvente reactii incrucisate sunt intre APMV-1 si APMV-3 (APMV-3 izolat de la
psitacine), dar aceste serotipuri pot fi diferentiate cu ajutorul anticorpilor monoclonali.

b) Identificarea virusului

Exista 9 serotipuri de paramyxovirus ale virusului bolii de Newcastle si de aceea Laboratorul
National de Referintd trebuie sa defina toate aceste seruri pozitive care sa permita identificarea
virusurilor izolate. Laboratorul National de Referinta trebuie sa:

e stabileasca serotipul de paramyxovirus si sa implementeze masurile de control pentru

APMV-1

e expedieze tulpinile virale la Laboratorul International de Referinta pentru caracterizare
completa antigenica si genetica in ce priveste epidemiologia bolii conform cu functiile si
indatoririle din Anexa V.

e utilizeze RT-PCR pentru demonstrarea rapida a prezentei virusului si chiar a virulentei
acestuia prin determinarea secventei de aminoacizi de la situsul de clivare a
hemaglutininei;

e sa efectueze indexul de patogenitate intracerebrald pe pui SPF in varsta de 24 ore si nu
mai mult de 40 ore, descris in Capitolul VII, IPIC mai mare de 0,7 confirma virulenta
tulpinii izolate.

CAPITOLUL VI
Identificare si caracterizare a genomului specific virusului pseudopestei aviare

Obiect: Amplificarea si caracterizarea situsului de clivare al genei F, cu stabilirea patogenitatii
virale, utilizand tehnicile RT-PCR si secventiere.

Domeniul de aplicare: Tehnica se aplica in domeniul biologiei moleculare.

Scop: Utilizarea metodei pentru supravegherea sanitar veterinard, diagnostic in pseudopesta
aviard, caracterizare patogenitate.

Principiul metodei

Identificarea acidului nucleic viral prin tehnicile RT-PCR conventional si secventiere.

Materiale necesare

Reactivi:

- Kit pentru extractie acizi nucleici ,,High Pure RNA Isolation Kit” (Roche, Germania);

- Kit amplificare acizi nucleici ,,OneStep RT-PCR” (Qiagen, Germania);

- Kit amplificare produsi PCR pentru secventiere "Big Dye Termiator Cycle sequencing
Kit" - versiunile 3.1 si 1.1 (Applied Biosystems, Marea Britanie);

- Kit purificare ampliconi PCR "MinElute Gel Extraction Kit" (Qiagen, Germania);

- Kit purificare ampliconi PCR secventiere "CentriSep Spin Columns" (Princeton
Separations, SUA);

- Primer sens ,,NDH F” (20uM) gena F a genomului viral.
5 -TAC ACCTCATCC CAG ACA GG - 3

- Primer antisens ,,NDH R” (20uM) gena F a genomului viral.
5 —-AGT CGG AGG ATGTTG GCAGC -3

12



Echipament si consumabile
- pipeta automata monocanal 0,5-10 pl;
- pipeta automata monocanal 10 -100 pl;
- pipetd automata monocanal 100-1000 pl;
- tuburi tip Eppendorf de 0,2 ml, 0,5 ml si 1,5 ml.;
- markere rezistente la temperaturi scazute, prosoape de hartie;
- tipsuri sterile cu filtru de 10, 100, 1000 ul;
- cutii depozitare reagenti;
- vortex;
- thermocycler iCycler (Bio Rad, SUA), GeneAmp 2400 (Perkin Elmer, SUA);
- incinte de lucru pentru PCR;
- centrifugi de masa de mare viteza (pana la 14.000 rpm);
- hote laminare de diferite dimensiuni prevazute cu lampi ultraviolete;
- celule de electroforeza;
- tavite pentru turnarea gelului;
- piepteni pentru godeuri;
- aparat de video documentare Versa - Doc sau Gel - Doc (Bio-Rad);
- sursa de curent pentru electroforeza (Bio-Rad);
- balanta tehnica;
- cuptor cu microunde;
- pahare Erlenmeyer, spatule, tavife cantarire;
- congelatoare - 20°C si - 80°C, frigidere;
- dezinfectant - Virkon.
- masind de gheat;
- ochelari protectie ultraviolete

Materialul supus examinarii - suspensie virald obtinuta prin cultivarea virusului pe oua
embrionate SPF.

Recoltarea si transportul probelor biologice lizate din incinta nivel biosecuritate nivel 111 in
serviciul Biologie Moleculara:

Materiale necesare:
- proba biologica
- hota flux laminar clasa llA;
- manusi de latex de unica folosinta;
- saci de biohazard, autoclavabili, pentru colectarea deseurilor;
- solutie 1% virkon;
- hartie prosop;
- tampon lizare din Kit-ul folosit pentru extractie.

Tehnica de lucru:

Tuburile Eppendorf ce contin proba biologica in tamponul de lizare al kitului de extractie folosit
sunt preluate prin "Pass-Box" din incinta de biosecuritate nivel I11.

Acestea sunt transportate Tn camera de extractie acizi nucleici in cutia speciala, unde se spala de
hidroxidul de sodiu din "Pass-Box" sub jet de apa, dupa care se indeparteaza folia protectoare de
parafilm.

Se lucreaza in hota cu flux laminar clasa a ITA.

Pregatirea probelor pentru extractie acizi nucleici
Materiale necesare:

- Probe biologice;

- Tipsuri de diferite volume;

- Pipete automate de diferite volume;
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Tehnica de lucru:

Se centrifugheazd 1 minut la 10.000 rpm pentru exprimarea supernatantului.

Extractie acizi nucleici:

Extractia ARN din probe biologice utilizand Kitul ,,High Pure RNA Isolation kit”

Reagentul ul/proba

Nr. probe

Cantitatea totala

Proba biologica in
tampon de lizare

600pl

Centrifugare 1 minut la 13000 rpm;

combinarea filtrului

cu tubul de colectare

Pipetarea supernatantului  in  rezervorul superior
Centrifugare 15 sec la 10000 rpm ; indepartare eluat din fiecare tub.
Tampon incubare DNaza 90 pl
DNaza 10 pl
Amestecare si pipetare in  rezervorul superior
Incubare 15 minute  la temperatura cam.
Tampon I de spalare ‘ 500 pl ‘ |
Centrifugare 15 sec la 10000 rpm; indepartare eluat din fiecare tub.
Tampon II spalare ‘ 500 pl |
Centrifugare 15 sec la 10000 rpm; indepartare eluat din fiecare tub.
Tampon II spalare ‘ 200 pl |
Centrifugare 2 min. la 13000 rpm;  se  indeparteaza tubul de colectare si se
insereaza  filtrul  intr-un tub steril de 1,5ml.
Tampon de eluare ARN 50 pl

Centrifugare 1 min

la 10000 rpm

Reactia one - step RT-PCR
Prepararea mixului de reactie:

Se realizeaza 1n incinta de lucru pentru PCR din laboratorul Pre-PCR ("camera curata"):
1. Se utilizeaza kitul ,,OneStep RT-PCR” si primerii specifici;
2. Reagentii necesari pregatirii mixului sunt alicotati si sunt depozitati in congelatorul din camera

curata;

3. Toti reagentii - exceptie enzimele de lucru - se scot din congelator si se depoziteaza pe gheata

pana la utilizare;

4. Toti reagentii sunt vortexati apoi centrifugati tip spin la 10.000rot/min- exceptie enzimele de lucru;

5. Enzimele se scot din congelator numai in momentul utilizarii, perioada in care se vor depozita pe

gheatd;

6. Reagentii asfel pregatiti se vor utiliza pentru prepararea pe gheata a mixului conform protocolului, cu

respectarea succesiunii din tabel:

MIX OneStep RT-PCR (kit OneStep RT-PCR, Qiagen)

Reagenti ul/proba X probe | Volum
total
Apa (RNase free) (Qiagen) 22.5
Tampon OneStep RT-PCR 5x (Qiagen) 10
dNTP 10 mM (Qiagen) 2
Primer NDH-F 20 pmol/ul 1.5
Primer NDH-R 20 pmol/ul 1.5
RNasin (Promega) 40 U/ul 0.5
Mix enzime OneStep RT-PCR (Qiagen) 2
VVolum Total 40

Se omogenizeaza mixul obtinut prin pipetare
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Pregatirea ARN extras pentru PCR:

ARN-ul obtinut se incubeazd 1 min la 90°C pentru denaturare/linearizare, dupa care se
depune imediat pe gheata pana la utilizare.
Cuplarea mixului cu ARN viral

Mix-ul preparat se transmite pe gheata in ,,camera de cuplare” prin intermediul ferestrei de
tip pass-box dintre cele doua incaperi ("camera curata" si "camera de cuplare").

In incinta de lucru PCR din ,,camera de cuplare” se realizeaza, in tuburi de 0,2 ml, cuplarea
mixului, in cantitate de 40ul, cu proba de ARN, in cantitate de 10ul, adusa din laboratorul
,Extractie acizi nucleici”. Cuplarea se realizeaza pe gheatd, amestecul obtinut fiind omogenizat
prin pipetare. Se va evita generarea de bule de aer consecutiva pipetarii.

Realizarea amplificarii in thermocycler:

Se seteaza parametrii de amplificare la urmatoarele valori:

Programul Numar cicluri Temperatura Durata
Reactia de revers- 1 50°C 30 minute
transcriptie
Denaturare/activare 1 95°C 15 minute
polimeraza
94°C 45 secunde
Reactie PCR 40 58°C 1 minut
72° 1 minut
Racire 1 4°C 00

Electroforeza in gel de agaroza:
Prepararea gelului de agaroza

» Intr-un pahar Erlenmayer se cantaresc 0,9g agaroza si se amesteca cu 60ml tampon
TBE1X;

» Se acopera paharul (fara etansare) si se introduce in cuptorul cu microunde unde are
loc dizolvarea agarozei, la fierbere, timp de aproximativ 2 minute;

» Se raceste solutia astfel obtinutd sub jet de apa, pand la aproximativ 60°C, se
adauga 4 ul EtBr 10mg/ml, turnandu-se imediat in tavita de electroforeza, pregitita in
prealabil (inserata in suportul ,,casting gel” si cu pieptenul fixat, in functie de numarul de
probe de analizat);

» Se elimina eventualele bule de aer cu ajutorul unui tips;

» Se lasa gelul sa se solidifice (aproximativ 20minute);

» Dupa solidificare, se scoate tavita din suportul ,.casting gel”, se indeparteaza
pieptenul fixat si se incarca probele in tancul de electroforezd ce contine tampon migrare
TBE1Xx;

incircarea probelor

» Pe o folie de Parafilm se pipeteaza cate 4 ul tampon de incarcare (loading buffer)
peste care se adauga cate 10 pul de probd;

» Seincarca 10 pl din amestecul omogenizat in godeurile gelului de agaroza;

Electroforeza

» Se fixeaza capacul celulei de electroforeza astfel incat catodul (firul negru) sa fie la
,»~ 1ar anodul (firul rosu) sa fie la ,,+” (migrarea acizilor nucleici se face de la ,,-" la ,,+");

» Se fixeaza parametrii de separare la 100 V, 500 mA, pentru o durata de 40 min.

Analiza electroforezei
» Dupa terminarea electroforezei gelul se analizeaza 1n sistemul de
videodocumentare, utilizind modulul "Preparative". Benzile specifice obtinute prin
amplificarea genomului viral au o dimensiune de 300-320 pb.
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Calculul rezultatelor si modul de exprimare
Rezultatele se stabilesc Tn urma analizei gelurilor de agaroza in sistemul de videodocumentare.
Probele pozitive prezinta benzi specifice cu dimensiuni de 300-320 pb.

Testul se considera validat daca standardul de lucru si probele cert pozitive s-au obtinut pozitive,
iar mix-ul cu adaos de apa si proba standard negativ s-au obtinut negative.

Validarea testului prin utilizarea martorilor pozitivi si negativi;

Prepararea martorului negativ de control al extractiei acizilor nucleici:
- o proba cert negativa de produs biologic (proba ce a fost lucrata de cel putin trei ori, iar
rezultatul a fost negativ) este supusd extractiei in aceleasi conditii ca si probele de
lucru;

Prepararea martorului pozitiv de control al extractiei acizilor nucleici:
- o proba cert pozitiva de produs biologic (proba ce a fost lucrata de cel putin trei ori, iar
rezultatul a fost pozitiv) este supusa extractiei in aceleasi conditii ca si probele de lucru;

Prepararea martorului negativ de control:
- in tubul de reactie de 0,2 ml se pipeteaza 40ul amestec de reactie si respectiv 10ul apa
ultrapurd; acest amestec reprezintd o probad cert negativa deoarece nu contine ARN
viral;

Prepararea martorului pozitiv de control:
- in tubul de reactie de 0,2 ml se pipeteaza 40ul amestec de reactie si respectiv 10ul
standard de lucru; acest amestec reprezinta o proba cert pozitiva deoarece contine ARN viral.

Purificarea ampliconilor din gelul de electroforeza
Izolarea benzilor specifice din gelul de agaroza:
- se identifica benzile specifice din gel
- se decupeaza benzile cu ajutorul unei lame de bisturiu, sub protectia ochelarilor speciali;
se incearca izolarea benzilor fara exces de gel de agaroza
- se incarca fragmentele in tuburi Eppendorf de 1,5ml
- se cantdresc tuburile la balanta tehnica; greutatea fragmentelor se calculeaza prin
scaderea tarei (greutatea proprie a tubului Eppendorf)
Purificarea ampliconilor: Se utilizeaza kitul "MinElute Gel Extraction Kit".

Protocol de lucru

Se pipeteaza 3 volume tampon QG la 1 volum de gel (100mg ~ 100pl)

Se incubeaza 10 minute la 50°C (sau pana la topirea totala a gelului), cu vortexare periodica (la 2-
3minute)

Se pipeteaza 1 volum izopropanol absolut pentru 1 volum de gel (100mg ~ 100ul)

Se omogenizeaza prin pipetare si se transferd in colonitele de purificare.

Se centrifugheaza 1min la 14.000rpm; indepartare eluat

Se pipeteaza 500ul tampon QG in fiecare colonita

Se centrifugheaza 1min la 14.000rpm; indepartare eluat

Se pipeteaza 750ul tampon PE de lucru in fiecare colonita

Se incubeaza 2-5min la temperatura camerei. Se centrifugheaza 1minut la 14.000rpm; indepartare
eluat

Se centrifugheazd Iminut la 14.000rpm pentru uscarea completd a membranei colonitelor
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Se transfera colonifele din tuburile de colectie in tuburile Eppendorf de 1,5ml

Se pipeteaza 10ul tampon EB (tampon de eluare) in centrul membranei

Se incubeaza 1minut la temperatura camerei

Se centrifugheaza 1minut la 14.000rpm; eluatul obtinut (ampliconul purificat) se depoziteaza in
congelatorul din "camera de secventiere"

Reactia PCR pentru secventiere
Pregatirea probelor pentru secventiere
Se realizeaza in incinta de lucru pentru PCR din laboratorul "camera de secventiere":

1. Se utilizeaza kitul "Big Dye Termiator Cycle sequencing Kit" - versiunile 3.1 sau 1.1 si
primerii specifici;

2. Reagentii necesari pregatirii mixului sunt alicotati si sunt depozitati in congelatorul din
"camera de secventiere";

3. Toti reagentii se scot din congelator si se depoziteaza pe gheata pana la utilizare;

4. Toti reagentii sunt vortexati apoi centrifugati tip spin la 10.000rot/min- exceptie Ready
Reaction Mix;

5. Pentru fiecare proba de analizat se vor efectua doud mixuri de reactie - unul cu
primerul sens si celdlalt cu primerul antisens

6. Reagentii asfel pregatiti se vor utiliza pentru prepararea pe gheata a mixului conform
protocolului, cu respectarea succesiunii din tabel:

Mix secventiere

Reagent Concentratie Cantitate/proba
Big dye terminator ready reaction mix 2.5% 4 ul
Sequencing buffer 5x 2 ul
Amplicon purificat 3—10ng ul
Primer 3,2 pmol ul
Apa ultrapura g.s.ad 20 ul

Realizarea amplificarii in thermocyclerul PE 2400:

Programul Numar cicluri Temperatura Durata expozitiei
Denaturare 1 96°C 1 minut
96°C 10 secunde
Reactie PCR 25 58°C 10 secunde
60°C 4 minute
Racire 1 4°C 0

Purificarea ampliconilor rezultati in urma reactiei de secventiere
Se realizeaza 1n incinta de lucru pentru PCR din "camera de secventiere". Se utilizeaza colonitele
de purificare "CentriSep Spin Columns™

Pregatirea coloanelor de purificare

1. Se hidrateaza colonitele cu 800pl apa ultrapura

2. Se omogenizeaza gelul obtinut si se indeparteaza bulele de aer

3. Se incubeaza 2 ore la temperatura camerei

4. Daca nu sunt folosite in ziua respectiva, se depoziteaza in frigiderul din camera de
electroforeza pentru nu mai mult de 2-3 zile

indepirtarea lichidului interstitial

Se indeparteaza capacul superior si ulterior capacul inferior al colonitelor

Se ataseaza tuburile de colectie

Se permite scurgerea prin gravitatie a lichidului in exces din colonite
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Se indeparteaza lichidul din tuburile de colectie - aproximativ 200-250ul

Se centrifugheaza colonitele 2min la 3000rpm, cu marcarea orientarii acestora

Se indeparteaza tuburile de colectie si se atageaza tuburi Eppndorf de 1,5ml

Probele se proceseaza in maxim 2 minute

Procesarea probelor

Se transferd 20ul proba pentru fiecare colonitd, prin pipetare direct in centrul gelului

Se centrifugheaza colonifele 2min la 3000rpm, cu aceeasi orientare

Proba purificata va fi reprezentatd de eluatul obtinut

Precipitarea acizilor nucleici
Se realizeaza in incinta de lucru pentru PCR din laboratorul "camera de secventiere"

Precipitarea alcoolica

Nr. etapa Actiune

1 Peste eluat se pipeteaza 16 pl apa ultrapura + 64 ul etanol absolut

Omogenizare prin pipetare

Incubare la temperatura camerei si intuneric 40 — 120 minute

Centrifugare 25min la 14.000 rpm. Se marcheaza orientarea tuburilor.

Aspirare supernatant

Pipetare 250 pl etanol 70%

Vortexare scurta, la frecventa redusa

Centrifugare 15min la 14.000 rpm cu aceeasi orientare

OO |NOOTB|W(N

Aspirare supernatant

Obtinerea peletelor

1. Tuburile Eppendorf se incubeaza pe termobloc cu capacele deschise, 1 minut la 90°C,
pentru evaporarea completa a etanolului rezidual.

2. Dupa incubare, se inchid capacele tuburilor.

Resuspendarea peletelor in formamida
Se realizeaza in incinta de lucru pentru PCR din laboratorul "camera de secventiere".

Nr. etapa Actiune

1 Se resuspenda peletele pe gheata in 25 pl formamida

Vortexare energica

Denaturare 2 min la 95°C

Pozitionarea imediata a tuburilor pe gheata

Spin pentru colectarea probelor

Transferul in tuburile aparatului; pozitionarea septelor

N[OOI WwiN

Se mentin pe gheata, la Intuneric, pana la incarcarea in aparat

Setarea parametrilor de secventiere - Analizor genetic AbiPrism 310

Stabilirea ""DyeSet/Primer - Mobility File" pentru fisa probelor ("Sample Sheet")
Se pot selecta doud categorii de parametrii si anume pentru secventierea folosind kitul versiunea
3.1lsaul.l

1. Pentru versiunea 3.1 se selecteazda "DT310POP6{BDv3}v2.mob"

2. Pentru versiunea 1.1 se selecteaza "DT310POP6{BD}.mob" sau "DT310POP6{BD-
LR}v3.mob"

Stabilirea ""Run Module™ pentru *Injection List"
Se selecteaza "Seq POP6 (1ml) E" ca modul pentru rulare
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Stabilirea parametrilor pentru analiza probelor secventiate
1. Pentru kitul versiunea 3.1:

BaseCaller DyeSet/Primer
KB.bcp KB_310 POP6 BDT v3.50Std.mob
POP 6.bcp DT310POP6{BDv3}v2.mob
Matrix File 310Matrix17 BDT v3.1-POP6.mtx

2. Pentru kitul versiunea 1.1:

BaseCaller DyeSet/Primer
KB.bcp KB 310 POP6 BDT v1.50Std.mob
Matrix File 310Matrix17 BDT v1.1-POP6.mtx
POP 6.bcp DT310POP6{BD}.mob
DT310POP6{BD-LR}v3.mob

Stabilirea patogenitatii virale

Patogenitatea virald se stabileste pe baza secventei de aminoacizi de la nivelul situsului de
clivare al genei F.

In acest sens, o pereche de aminoacizi esentiali in pozitiile 112 si 113, respectiv 115 si
116, plus aminoacidul fenilalanind (F) in pozitia 117, determind o recunoastere a situsului de catre
proteazele ubiquitare, cu replicarca virala sistemica si apartenenta tulpinii la categoria
mezogend/velogena.

Aminoacizii ce se regasesc In pozitiile 112 si 113, respectiv 115 si 116 sunt reprezentati in
acest caz de lizina (K) si/sau arginina (R) in combinatiile teoretic posibile. In cazul in care in cele
doud pozitii este prezentd doar arginina (R) se poate spune ca izolatul apartine categoriei
velogene.

In contrast, tulpinile lentogene prezinta in pozitiile 112 si 113, respectiv 115 si 116, pe
langa aminoacizii mai sus mentionati, si aminoacidul glicina (G) in combinatiile teoretic posibile.
Mai mult, n pozitia 117, in locul fenilalaninei, este prezenta leucina (L).

Exemple de secvente de aminoacizi la nivelul situsului de clivare:

+ 109 SGGGRQGRLIG 119 - CATEGORIA LENTOGENA
+ 109 SGGR(K)RQR(K)RFIG 119 — CATEGORIA MEZOGENA/ VELOGENA .

CAPITOLUL VII
Teste de patogenitate si evaluarea rezultatelor

Virulenta tulpinilor izolate trebuie evaluatd prin efectuarea indicelui de patogenitate intracerebrald
(IPIC)
Testul IPIC se efectueaza dupd cum urmeaza:

i) Lichidul alantoamniotic infectat cu un titru >2* (1/16) este diluat 1/10 in TFS fara aditivi
cum ar fi antibioticele.

i1) 0.05ml din suspensia de virus diluatd se injecteaza intracerebral fiecarui pui dintr-un
grup de 10 pui SPF.Acesti pui trebuie sd aiba mai mult de 24 h si sub 40 h varstd in momentul
inocularii .

111) Puii sunt examinati la fiecare 24 h timp de 8 zile.

iv) La fiecare observatie pasarile sunt notate cu un scor :
0 pentru normal; 1 pentru bolnav; 2 pentru mort (puii morti trebuie sa fie notati cu 2 la sfarsitul
fiecarei zile de observatie).

v) Indexul patogenitatii intracerebrale (IPIC) este media scorului per pasare per observatie
dupa perioada de 8 zile.
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Tulpinile cele mai virulente vor avea indici de patogenitate ce se aproprie de scorul maxim
2.0, in timp ce tulpinile lentogene vor avea valori apropiate de 0.0

Exemplu de IPIC

Semne clinice ZIUA DUPA INOCULARE NUMARUL DE PASARI
1 (2|3 |41|5 |6 |7 8 TOTAL SCOR
NORMAL 10 [4 |0 [0 (0O [O |O 0 14x0 =0
BOLNAV 0O |6 (10 (4|0 [0 |O 0 20x 1 =20
MORT 0O |00 |6 (10 [10 |10 |10 46 X 2 =92
Total = 112/80
IPIC=1,4

Interpretarea rezultatelor
Se face prin IPIC, luand in considerare si timpul mediu de letalitate embrionara.

Patotipuri si indici de patogenitate

Patotip Timpul mediu IPIC Exemple de virusuri
de letalitate
Velogene <60 1.5-2,0 Herts 33, N.Y.Parrot 70181,
viscerotrope CA2089/72
Velogene neurotrope <60 1.5-2,0 Texas GB
Mezogene 60-90 1,0-1,5 Roakin, Komarov, Mukteswar, H
(tulpini vaccinale)
Lentogene >90 0,2-0,5 Hitchner B1, La Sota, Clone 30
(tulpini vaccinale)
Asimptomatice >90 0,0-0,2 Ulster 2C, V4, MC 110(tulpini
vaccinale)
CAPITOLUL VI

Examene serologice si evaluarea rezultatelor

Reactia de hemaglutinare si inhibare a hemaglutinarii pentru detectarea
anticorpilor in boala de Newcastle

Principiul metodei

Metoda se bazeazd pe proprietatea virusurilor bolii de Newcastle de a prezenta activitate
hemaglutinanta fata de globulele rosii de pasare. Inhibarea hemaglutinarii indica prezenta
anticorpilor specifici bolii de Newcastle. In diagnosticul bolii de Newcasle, testul IHA se foloseste
ca metoda serologica pentru detectarea anticorpilor specifici virusului din familia
Paramyxoviridae din serul sanguin al pasarilor receptive. Exista 9 serotipuri de virus: APMV-1
pana la APMV-9.

Materialul supus examinarii

Probele de ser fird hemoliza, mentinute la temperatura de 4°C.
Tehnica de lucru
Probele de ser prelevate de la alte specii decat gdini necesitd pretratament cu suspensie de

eritrocite 10%, inainte de a fi introduse in lucru.

Prepararea suspensiei de eritrocite 1% si 10%
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Recoltarea sangelui se face in solutie Alsever in proportie de 1/1, de la minim trei pasari
SPF (daca nu este posibil se recolteaza de la pasari care sunt monitorizate regulat, fiind libere de
anticorpi pentru boala de Newcastle).

Sangele se centrifugheaza in tampon fosfat salin (TFS) pH 7.0-7.4 timp de 10 minute la
1000-1500 r.p.m.de trei ori. TFS se prepara astfel: solutie de 10 ori concentrata: NaCl 80 g, KCI 2
g, KH,PO4 2 g, Na;HPO, 11,5 g. Se completeaza cu apa distilata pana la volumul de 1000 ml. In
momentul utilizarii se dilueaza o parte TFS 10 Xcu 9 parti de apa distilata.

Se prepara o suspensie de eritrocite 1% sau 10 % in tampon fosfat salin pH 7,0-7,4.

Eritrocitele se pot pastra la 4°C, timp de 4-5 zile in solutie Alsever (dextroza 0,8 mg, acid
citric 0,055 mg, clorura de sodiu 0,42 mg, apa distilata 100 ml; se autoclaveaza sau se filtreaza
steril prin filtru de 0,22 um).

Reactia de hemaglutinare

- se distribuie 0,025 ml TFS 1n fiecare godeu al placii de microtitrare cu godeul in V;

- se repartizeaza 0,025 ml de suspensie de virus (lichid alantoic infectat) in primul godeu;

- se executa dilutii seriate cu volum de 0,025 ml suspensie de virus de la primul pana la
ultimul godeu;

- se distribuie 0,025 ml TFS 1in toate godeurile;

- se distribuie 0,025 ml suspensie de eritrocite 1% in fiecare godeu;

- se agitd usor placa si se lasa acoperita timp de 40 minute la temperatura de 20°C sau 60
minute la 4°C daca temperatura ambientala este ridicata, timp in care in godeurile pentru martor
de eritrocite se va forma un buton distinct;

- hemaglutinarea este constatatd prin inclinarea placii cu observarea curgerii eritrocitelor
pe peretele godeului;

-titrul hemaglutinant al antigenului este cea mai mare dilutie de virus care produce
hemaglutinarea completa (fard curgerea eritrocitelor); aceasta reprezintd o unitate hemaglutinanta
(UHA); in reactia de inhibare a hemaglutinarii se folosesc 4 UHA (ex.:titrul 128 , rezulta ca,
solutia de lucru este 1/32).

Pretratamentul probelor de ser cu suspensie de eritrocite 10%

e Se distribuie:

- 50 ul TFS in primul godeu al fiecarui rand (ex.: 1-A,B,C,D,E);

- 25 ul ser de testat in primul godeu din primul rand vertical (ex.: 1-A,B,C,D,E);

- 25 ul suspensie de eritrocite 10% numai in godeurile cu ser de testat

- 25 pl TFS — Serul pozitiv, randul F-(godeurile 1->12);

- 25 pl TFS — Serul negativ, randul G-(godeurile 1->12);

- 25 ul TFS - Control Virus - godeurile 2->6, randul H;

- 25ul TFS Control eritrocite godeurile 7->12, randul H;

- 25 ul TFS din godeul nr.3->12 vert. A,B,C,D,E;

- 25 pl ser pozitiv in primul godeu din randul F;

- 25 pl ser negativ in primul godeu din randul G;

e Se mentine placa la temperatura camerei (20°C) timp de 30 minute;

e Seiau 25 ul ser pretratat din primul rand de godeuri si se distribuie in al  II-lea rand de
godeuri verticale (valabil pentru godeurile A,B,C, D,E);

e Seiau 25 pl ser pretratat din primul rand de godeuri si se distribuie in al Ill-lea rand de
godeuri verticale (valabil pentru godeurile A,B,C, D,E) si se fac dilutii seriate pana la
ultimul godeu inclusiv in godeurile cu serurile martor pozitiv si negativ;

e Se distribuie 25ul solutie antigen in godeurile cu serurile de testat si in cele cu ser pozitiv
si negativ;

e In randul pentrul control virus se distribuie cate 25 pl solutie antigen in godeul nr.1 si 2.
Din godeul nr. 2 se fac dilutii seriate pana la godeul nr.6; se distribuie apoi 25ul solutie
TFS din godeul 1 pana la godeul 6;
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e In randul pentrul control eritrocite se distribuie 25 pl solutie TFS din godeul 7 pana la
godeul 12. Se mentine placa la temperatura camerei (20°C) timp de 30 minute;

e Se distribuie suspensie eritrocite 1% 1n toate godeurile. Se mentine placa la temperatura
camerei (20°C) timp de 30 minute;

e Citirea titrului de anticorpi-titrul inhibohemaglutinant al serului este cea mai mare dilutie
care a produs inhibarea completa a antigenului (4 UHA). Hemaglutinarea este inhibata in
acele godeuri in care eritrocitele curg la fel ca si in godeurile martor pentru eritrocite.

Reactia de inhibare a hemaglutinarii pentru galinacee

e Se distribuie 0,025 ml TFS 1n fiecare godeu al placii de microtitrare cu godeul 1in,,V”;

e Se repartizeaza 0,025 ml ser de testat, in primul godeu al fiecarui rand din placa;

e Se fac dilutii seriate cu un volum de 0,025 ml de ser pe un rand de godeuri;

e Se adauga cate 0,025 ml virus/antigen cu 4 UHA in fiecare godeu si se mentin placile timp
de 30 minute la temperatura camerei (20°C) sau 60 minute la 4°C;

e Se distribuie 0,025 ml suspensie 1% (v/v) globule rosii de pasare in fiecare godeu si se
agitd usor. Se mentin plicile la temperatura camerei (20°C) sau 60 minute la 4°C, daca
temperatura mediului ambiant este ridicata, timp in care in godeurile martor , erirocitele se
vor depune sub forma unui buton distinct;

e Titrul inhibohemaglutinant al serului este cea mai mare dilutie care a produs inhibarea
completa a antigenului (4 UHA). Hemaglutinarea este inhibatd in acele godeuri in care
eritrocitele curg la fel ca si in godeurile martor pentru eritrocite.

Validarea rezultatelor

- validarea rezultatelor trebuie sa se facd introducand in test serul negativ de control care nu
trebuie sa aiba un titru >1/4 (>22 sau >log?2) si titrul serului pozitiv trebuie sa corespunda cu cel
determinat de producator sau cu o dilutie in plus sau in minus.

- trebuie inclus in test si controlul virusului (back titration) pentru a verifica numarul de unitati
hemaglutinante.

Interpretarea rezultatelor

Un ser este considerat pozitiv dacd se produce inhibarea hemaglutindrii la o dilutie a serului de
cel putin 1/16 fata de 4UHA de antigen.

CAPITOLUL IX
Sisteme de monitorizare asociate cu vaccinarea

Vaccinarea impotriva Bolii de Newcastle sant expuse in capitolul V al Normei sanitar veterinare
privind masurile de combatere a bolii de Newcastle (pseudopesta aviard) aprobata prin Hotarirea
Guvernului nr. 1085 din 14.12.2017.

CAPITOLUL X
Cerinte minime de protectie pentru transportul probelor

1. Transportul probelor in cazul cand agentii patogeni sunt cunoscuti a fi prezenti sau se
suspicioneaza prezenta lor se realizeaza conform regulamentelor nationale si internationale.
Virusurile izolate care nu sunt clasificate ca probe de diagnostic trebuie sa fie ambalate in acord cu
standardele internationale.Instructiunile din acest capitol se refera la transportul aerian, dar
ambalare similara trebuie realizata si pentru transportul terestru si pe apa al probelor.

2. Ambalarea probelor pentru transport se efectueaza conform Normelor IATA. Expeditorul si
nu compania de transport este responsabild de cantitatea de probe pana la sosirea la destinatar.
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3. Ambalarea primara
- recipientii sd fie etansi, pe dopuri sd fie aplicat parafilm sau alt material de protectie.
- recipientii primari se ambaleaza individual pentru a preveni spargerea.
- cand este precizata cantitatea probelor trebuie sa se tind cont de acest lucru.
- recipientii primari nu trebuie sa contind mai mult de 500 ml sau mg de proba.
Continutul recipientilor primari reprezintd proba pentru diagnostic.

4. Ambalarea secundara

- se realizeaza intr-un container secundar cu suficient material absorbant pentru intreg
continutul recipientilor primari in caz ca acestia se sparg.

- se realizeaza conform cerintelor IATA

In cazul probelor cu potential infectant se aplica Instructiunile 602.

- cand pachetul contine probe cu potential infectant trebuie sa se specifice prin marcare

( UN va fi inscris intr-un cerc ), de exemplu:

,»UN 4G/CLASS 6.2/99/GB2450”

- pachetul secundar trebuie sd fie inchis etans. Trebuie respectate instructiunile
producatorului sau al altor parti autorizate.

- pachetul secundar trebuie sa aiba cel putin dimensiunea de 100 mm la exterior.

- trebuie sa fie suficient de incapator pentru documente, cum ar fi foaia de transport aerian.

Exteriorul pachetului

- nu trebuie sa cantareasca mai mult decat 4 1 sau 4 kg

- daca necesitd gheatd carbonicd sau gheatd se plaseaza in pachetul secundar. Daca se
foloseste gheatd carbonica, se va permite eliminarea vaporilor si nu se vor face presiuni asupra
pachetului, deoarece s-ar putea rupe. Daca utilizam numai gheatd , pachetul nu trenuie sa permita
Scurgerea.

Fiecare pachet si foaie de transport aerian treuie sa fie incriptionate cu exact urmatoarele cuvinte:
,»UN 3373 DIAGNOSTIC SPECIMEN
PACKED IN COMPLIANCE WITH
IATA PACKING INSTRUCTION 650~

e lista cu probele trebuie inclusa intre pachetul secundar si cel exterior
e pachetul exterior trebuie plasat intr-un sac de plastic pentru a fi protejat de umezeala
e declaratia de expediere pentru materiale periculoase nu este necesara

CAPITOLUL XI
Expedierea tulpinilor de virus si probelor catre
Laboratorul International de Referinta

Probele trimise catre Laboratorul International de Referintd trebuie sa fie in conformitate cu
recomandarile pentru transportul agentilor patogeni periculosi si de asemenea cu
regulamentele si legislatia in vigoare din Marea Britanie.

- toate materialele trebuie sa fie ambalate conform instructiunilor din acest capitol

- exteriorul pachetului trebuie sa fie marcat astfel:

,» ANIMAL PATHOGEN — PACKAGE ONLY TO BE OPENED AT THE AVIAN
VIROLOGY SECTION, VLA WEYBRIDGE IMPORTATION AUTHORISED BY
LICENCE NUMBER........ * s ISSUED UNDER THE IMPORTATION OF ANIMAL
PATHOGENS ORDER.”

- trebuie sa fie aplicate urmatoarele numere de licenta:
- pentru virusul pseudopestei aviare: ,,AHZ/2232/2002/5*”
- pentru tesuturi si alte materiale: ,, AHZ/2074C/2004/3*”
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Aceste numere de licentd sunt modificate periodic, iar laboratoarele care trimit probe trebuie
sa se asigure cd ele sunt in uz, inaite de trimiterea pachetului.

- pachetul trebuie sa fie adresat catre:

Avian Virology
VLAWeybridge,
New How, Addlestone,
Surrey, KT15 3NB
United Kigdom

- 0 scrisoare trebuie sa insoteasca pachetul in care se face referire la izolate, specie, varsta,
zona/tara/semne clinice;

- pachetele trebuie sa fie trimise prin posta aeriana sau transportul aerian de marfa;

- daca pachetele se trimit prin transportul aerian de marfa, numarul foii de transport trebuie
transmis Laboratorului National de Referinga prin fax, telefon sau e-mail, inainte de sosirea
materialelor.

Pachetele trimise prin transportul aerian de marfa trebuie sd fie inscriptionate clar cu
urmatoarele:

,» CARE OF TRANSGLOBAL” pentru a se asigura o procesare rapida in aeroport

Persoanele de contact din Laboratorul International de Referinta:

lan H. Brown, Director of the Reference Laboratory
Direct tel. (44-1932) 35 73 39;
Direct fax (44-1932) 35 72 39;
E-mail: i.h.brown@vla.defra.gsi.gov.uk
Ruth Manvell, Reference Laboratory Manager
Direct tel. (44-1932) 35 77 36 or (44-1932) 35 77 08;
Direct fax (44-1932) 35 78 56;
E-mail: r.manvell@vla.defra.gsi.gov.uk

CAPITOLUL XIlI
Cerinte de biosecuritate in laboratorul de diagnostic al bolii de Newcastle

- Cerintele de biosecuritate in laboratoarele de diagnostic pentru boala de Newcastle trebuie
sd aiba in vedere atat protectia sdnatatii animalelor dar si protectia personalului ce lucreaza
in laborator.

- In cadrul Comunitatii, cerintele de biosecuritate pentru laboratoare sunt redate in citeva
Directive. in plus, aspectele operationale sunt descrise conform normelor europene. Pentru
procedura de diagnostic de laborator, rezultatele sunt atasate la normele europene, cum ar
f1 buna practica de laborator.

- Este recomandat ca manipularea virusului bolii de Newcastle sa se faca in spatii diferite de
cele destinate diagnosticului acestei boli iar pregatirea sticlariei, mediilor de culturd ca si
procesarea probelor de ser si examenele serologice sd se facd In spatii separate de cele in
care se manipuleaza virus.

- Toate manipuldrile de virus viu se efectueaza 1in hote de clasa II; hotele trebuie sa fie
dotate cu filtre HEPA duble la exhaustarea aerului. Toata aparatura necesard procedurilor
de laborator trebuie amplasatd impreuna cu un mobilier adecvat acestei activitati.

- In toate situatiile, stocurile de virus al bolii de Newcastle trebuie pastrate in siguranta,
indiferent daca sunt congelate sau liofilizate. Este recomandat ca frigiderele si
congelatoarele in care acestea sunt pastrate sa fie special repartizate pentru aceasta , toate
flacoanele cu virus sa fie etichetate si mentinute evidente stricte si Inregistrari ale
verificarilor efectuate, conform cu cerintele de mentinere a calitatii.
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- Principii de izolare biologica necesare laboratoarelor de diagnostic:

Masuri de biosecuritate

Nivel de biosecuritate

1 2 3 4
Laborator corespunzator: Nu Da Da Da
izolare
Laboratoare separate prin usi Nu Da Da Da
O fereastra sau o altd Optional Optional Optional Da
alternativa prezente pentru ca
personalul sa poata fi observat
Posibilitati de spalare a Da Da Da Da
mainilor pentru personal
Posibilitati de decontaminare a Optional Da Da Da
mainilor pentru personal
Acces restrictionat Nu Da Da Da
Masuri specifice de control Nu Da Da Da
pentru aerosoli Minim preventiv preventiv
Pictograme Biohazard pe usi Nu Da Da Da
Dus Nu Nu Optional Da
Sistem de spalare a ochilor Da Da Da Da
Laborator: sistem de Nu Nu Da Da
etangeizare pentru fumigare
Suprafete rezistente la apa, | Da (mese de Da (mesede | Da(mesede | Da(mese de
acizi,  substante  alcaline, lucru) lucru) lucru, lucru,
solventi, decontaminante si pardoseald) pardoseald)
usor de curatat
Intrare 1n laborator prin filtru Nu Nu Optional Da
Presiune negativda fata de Nu Nu Optional Da
presiunea mediului
Iesirea si intrarea aerului in si Nu Nu Da Da
din laborator trebuie sa se faca
prin filtre HEPA
Autoclavare Da In cladire Da (propriu) | In laborator,
cu dubla

deschidere

Echipament de protectie Corespunzitor | Corespunzator | Corespunzator Complet
(optional schimbat
incaltdminte
rezistente)

Manusi Nu Optional Da Da
Controlul eficient al vectorilor Optional Da Da Da
(de ex. rozatoare, insecte)
Pastrarea in  conditii de Da Da Da Da
securitate a agentiolor
biologici
Laboratorul sa posede Nu Nu Recomandat Da

echipament propriu
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