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CAPITOLUL I 

Introducere, obiective şi definiţii 

 

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

 

2. Obiective: 

 asigură orientarea şi cerinţele pentru proceduri de diagnostic, proceduri de recoltare a 

probelor şi criterii de evaluare a rezultatelor examenelor clinice, necropsice şi a testelor 

de laborator pentru un diagnostic corespunzător al bolii de Newcastle; 

 stabileşte cerinţe minime de biosecuritate şi standarde de calitate pentru transportul de 

probe la Laboratorul Naţional de Referinţă pentru Influenţa Aviară şi BN; 

 stabileşte testele de laborator ce pot fi aplicate pentru diagnosticul bolii de Newcastle şi 

tipizarea izolatelor de virus; 

 “proba pentru diagnostic” reprezintă orice material inclusiv carcasa întreagă 

transportată la laborator, dar nu animale vii infectate; 

 confirmarea bolii de Newcastle la păsările domestice trebuie realizată în acord  cu 

aceste proceduri, cu  metodele de prelevare a probelor şi criteriile pentru evaluarea 

rezultatelor de laborator din acest manual de diagnostic pe baza unuia sau mai multor 

criterii: 

a. izolarea de virus, detecţia de material genetic în probele (ţesuturi, organe, sânge 

sau excreţii) prelevate de la păsări domestice;  

b. prezenta semnelor clinice şi modificărilor anatomopatologice la păsările afectate; 

c. detecția anticorpilor specifici în probele de sânge de la păsările bolnave; 

d. detecţia anticorpilor specifici în scopul testării imunităţii postvaccinale; 

 procedurile de diagnostic, metodele de prelevare a probelor şi criteriile de evaluare a 

rezultatelor de laborator trebuie să fie: 

a. in acord cu manualul de diagnostic; 

b. aprobate de către autoritatea competentă cu condiţia ca: 

►sensibilitatea şi specificitatea testelor de laborator autorizate să fie confirmate prin teste 

comparative organizate de către Laboratorul internațional de referință pentru BN;  

►acolo unde  evaluarea de laborator nu a fost organizată de către Laboratorul internațional 

de referință pentru un anumit test, sensibilitatea şi specificitatea sa fie  validate de către 

laboratorul national de referinţa, astfel incat testul de laborator sa corespunda cu scopul 

pentru care este utilizat ; rezultatele acestei validari trebuie trimise la Laboratorul 

internațional de referință pentru evaluare. 
 

CAPITOLUL II 

Descrierea bolii de Newcastle și diagnosticul diferențial 
 

1. Etiologie şi virulenţă 

Boala de Newcastle (ND) este produsă de paramyxovirus tip I (APMV-1), care face parte din 

genul Avulavirus, familia Paramyxoviridae. Paramyxovirusurile izolate de la speciile aviare au 

fost clasificate prin testare serologică în 9 serotipuri de la APMV 1 la APMV 9.Virusul bolii de 

Newcastle este APMV-1. Principalele paramyxovirusuri aviare şi apartenenţa lor sunt redate în 

tabelul de mai jos: 

Tulpina de virus Gazde Boala produsă la păsările domestice 

infectate pe cale naturală 

APMV-1/Virusul bolii de Newcastle numeroase Foarte răspîndită în toată lumea, 

evoluează de la boală gravă la 

inaparentă, depinzând de tulpină şi 

gazdă 

APMV 2/pui/California/Yucaipa/56 Curci, vrăbii Răspândită, probabil în toată lumea, 

semne clinice respiratorii uşoare sau 

scăderi ale producţiei de ouă 
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APMV-3Acurcă/Wisconsin/68 Curci Numai la curci, în America de N şi 

Europa, semne clinice respiratorii 

uşoare, dar probleme grave ale 

producţiei de ouă agravate de 

exacerbarea microorganismelor sau a 

factorilor de mediu 

APMV-3A/papagal cu coadă 

lungă/Olanda/449/75 

Psitacine, vrăbii Nu este raportată infecţia la păsările 

domestice 

APMV-4/raţă/Hong Kong/D3/75 Raţe Nu este cunoscută infecţia 

APMV-5/papagal 

pitic/Japonia/Kunitachi/74 

Papagal pitic lori Nu este raportată infecţia la păsările 

domestice 

APMV-6/raţă/HongKong/199/77 Raţe Semne clinice respiratorii uşoare  şi 

mortalitate oarecum crescută la curci; 

infecţia nu este raportată la raţe sau 

gâşte 

APMV-7/turturică/Tennessee/4/75 Porumbei, 

turturele 

Infecţia naturală la curci şi struţi cu 

semne clinice respiratorii 

APMV-8/gâscă/Delaware/1053/76 Raţe, gâşte Nu s-au raportat infecţii la păsările 

domestice 

APMV-9/raţă/New York/22/78 Raţe Nu este cunoscută infecţia 

   

Tulpinile de virus ale bolii de Newcastle diferă mult în raport cu  gravitatea bolii pe care o 

pot produce la păsări. Tulpinile mai puţin patogene pot produce boală severă când sunt prezente 

alte microorganisme sau datorită condiţiilor de mediu necorespunzătoare. Metoda de diagnostic 

recomandata este izolarea virusului, urmată de caracterizare şi identificare. 

De la prima menţionare în 1926, boala de Newcastle este considerată endemică în multe 

ţări. Vaccinările profilactice s-au practicat în toate ţările, îndeosebi în cele care practică comerț. 

Una din caracteristicile specifice diferitelor tulpini de virus ale  bolii de Newcastle a fost 

marea variabilitate a patogenităţii la puii de găină. Tulpinile de virus ale bolii de Newcastle au fost 

grupate în 5 patotipuri pe baza semnelor clinice observate la puii infectaţi astfel: 

a) Velogene viscerotrope - cu mare patogenitate, producând forme de boală cu leziuni 

intestinale hemoragice, frecvent observate. 

b) Velogene neurotrope - produc mortalitate mare, de obicei cu manifestări respiratorii şi 

nervoase. 

c) Mezogene - produc forme de boală cu semne respiratorii, ocazional nervoase, dar cu 

mortalitate redusă. 

d) Lentogene sau respiratorii - produc forme de boală cu infecţie respiratorie medie sau 

subclinică. 

e) Asimptomatice enterice – de obicei cu manifestări enterice subclinice. 

Datorită faptului că semnele clinice sunt variabile şi diagnosticul poate fi complicat ca 

urmare a răspunsurilor diferite la infecţie a diferitelor gazde, numai semnele clinice nu pot 

reprezenta o bază sigură pentru diagnosticul bolii de Newcastle. Totuşi, semnele clinice 

caracteristice şi leziunile asociate patotipurilor virulente vor da siguranţă în suspiciunea de boală. 

În condiţii naturale, boala de Newcastle afectează în primul rând găinile şi bibilicile, urmând în 

ordinea scăderii sensibilităţii, fazanii, curcile şi păunii. Raţele, gâştele şi lebedele nu sunt receptive 

în mod natural. Porumbeii domestici şi sălbatici se îmbolnăvesc sporadic, cu tulburări 

predominant nervoase.  

Sursa principală de infecţie o reprezintă păsările bolnave care elimină virusul prin secrețiile 

respiratorii, fecale, ouă şi chiar prin foliculii penelor, precum şi carcasele păsărilor bolnave. 

Păsările trecute prin boală, ca şi cele rezistente şi care fac forme oculte, pot fi purtătoare si 

excretoare de virus timp indelungat. Pătrunderea virusului în organism se face de obicei, pe cale 

respiratorie şi digestivă. Transmiterea verticală este limitată de acţiunea letală a virusului asupra 

embrionilor.  



 5 

Boala de Newcastle este o boală foarte contagioasă, evoluează sub formă de epizootii. 

Când apare în efective neimunizate şi este produsă de tulpini velogene evoluează exploziv, cu 

morbiditate ridicată (80-90%) şi mortalitate mare (90%), având tendinţa de extindere teritorială. 

Fără a fi sezoniere, focarele sunt mai frecvente toamna-primăvara, datorită acţiunii conservante a 

frigului asupra virusului şi completării efectivelor în micile gospodării cu tineret neimunizat. 

Boala de Newcastle poate apărea şi în efectivele supuse imunizărilor. În aceste cazuri boala poate 

evolua, ca şi în focarele vechi, cu procentul de morbiditate şi mortalitate neînsemnat şi cu o 

evoluţie atipică în salturi, caracterizată  printr-un număr mai mare sau mai mic de cazuri mortale, 

la intervale de 4-5 sau mai multe zile. Boala capătă adeseori caracter staţionar şi persistă un timp 

îndelungat. Boala de Newcastle poate să evolueze atipic şi inaparent, nu numai în efectivele 

vaccinate, dar şi în unităţi unde nu s-au facut vaccinari în  urma unei infecţii cu tulpini slab 

virulente. 

Virusul se replică la poarta de intrare şi se răpândeşte în toate organele vascularizate, 

determinând hemoragii şi necroze în tubul digestiv, congestii, edem şi infiltraţii limfohistiocitare 

în pulmon şi degenerescenţă neuronală, focare gliale şi infiltraţii limfocitare perivasculare în 

sistemul nervos. 

 

2. Semne clinice la păsările bolnave   

   Perioada de incubaţie este de 4-6 zile. 

 Forma supraacută evoluează foarte repede, cu tulburări generale grave, agonie şi moarte în 

câteva ore (4-20 ore); 

 Forma acută sau tipică cea mai frecventă evoluează cu febră (43-44
0
C), horiplumaţie, 

cianoza crestei şi bărbiţelor, indigestie ingluvială, diaree apoasă de culoare verzuie, cu sau 

fără strii de sânge, deshidratare.  

Tulburările respiratorii constau în dispnee şi respiraţie horcăitoare. Pentru a se elibera de mucusul 

care obstruează căile respiratorii anterioare, păsările scot un zgomot asemănător strănutului.  

Tulburările nervoase se manifestă prin pareze, monoplegii sau paraplegii, opistotonus sau 

emprostotonus, tulburări vestibulare, contracţii spasmodice ale capului  sau membrelor, torticolis. 

La păsările ouătoare scade producţia de ouă, iar ouăle au coaja depigmentată, moale sau sunt fără 

coajă; albusul este mai fluid şi camera de aer mai mare. 

Procentul de mortalitatea poate depasi 90% în efectivele receptive. 

 Forma subacută evoluează cu o simptomatologie asemănătoare, însă cu predominarea 

tulburărilor nervoase. Mortalitatea este de 50%; 

 Forma cronică se întâlneşte la păsările rezistente, unele se vindecă complet, altele rămân 

cu tare nervoase. 

La celelalte galinacee (fazani, bibilici, curci etc.) se întâlnesc manifestări clinice, bine exprimate. 

La curcă tabloul clinic este asemănător celui descris la găină, dar boala evoluează mai lent (1-2  

săptămâni), cu procent de mortalitate mai mare (50-80%). Puii de curcă prezintă semne clinice 

digestive  şi stare de abatere, uneori semne respiratorii şi rareori semne nervoase. La curcile adulte 

ouătoare, producţia de ouă scade treptat iar fecunditatea este redusă. Semnele nervoase apar după 

câteva zile de la debut. 

La păsările sălbatice (ciori, vrăbii) tabloul clinic este dominat de semnele nervoase. 

 

3. Modificări  anatomopatogice la păsările bolnave 

 Forma supraacută, fulgerătoare, cu leziuni cataral-hemoragice ale aparatului respirator şi 

digestive. Frecvent, nu se constată nici o modificare macroscopică (necropsie albă). 

 Forma acută : creasta şi bărbiţele cianozate, hemoragii punctiforme pe pielea capului şi 

leziuni de conjunctivită catarală sau de cheratoconjunctivită. Penele din jurul orificiului 

cloacal sunt murdare de fecale diareice. În cavitatea bucală şi nazală se găsesc cantităţi de 

mucus filant, gros, guşa este destinsă cu un conţinut lichid fermentat. La deschiderea 

cadavrului, în ţesutul conjunctiv subcutanat şi intramuscular din regiunea capului şi 

gâtului, se pot găsi infiltraţii seroase, cu aspect gelatinos, de culoare gălbuie. Mucoasa 

bucală şi esofagiană sunt hiperemiate, acoperite cu mucus abundent, gros, aderent şi 

amestecat cu particule alimentare. Adeseori se constată hemoragii punctiforme şi focare 
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miliare de necroză acoperite cu o masă cenuşie-gălbuie, care se detaşează uşor. La nivelul 

stomacului glandular, la trecerea dintre esofag şi proventricul sau dintre proventricul şi 

stomacul muscular, în 70-85% din cazuri se constată pe fond de inflamaţie catarală, 

hemoragii punctiforme (proventriculita hemoragică). În stomacul muscular, sub cuticulă, 

pot fi observate hemoragii de dimensiuni diferite. De asemenea se pot întâlni tiflita si 

proctita hemoragică. Ficatul este distrofic, de culoare cenuşie-gălbuie şi cu zone 

congestive.  Foliculii ovarieni sunt hemoragici. Deseori se întâlnesc hemoragii la baza 

cordului, faţa internă a sternului şi pe mezenter. 

 Forma subacută : aceleaşi leziuni însă cu caracter hemoragico-necrotic. La nivelul 

mucoasei intestinale, între cecum şi cloacă se întâlneşte inflamaţia hemoragico-necrotică 

sau difteroidă, sub formă de plăci, constituind butoni difteroizi pseudopestoşi, 

caracteristici. 

Aceste leziuni tipice pentru pseudopesta aviară pot fi mult mai atenuate în formele uşoare de boală 

sau sunt absente la pui. 

În formele atipice, leziunile tubului digestiv pot lipsi sau sunt neînsemnate. Se întâlnesc leziuni de 

pneumonie exsudativă, laringotraheită catarală sau necrotică şi aerosaculită serofibrinoasă. 

 

4. Diagnostic diferenţial 

Clinic, BN poate fi confundată cu alte afecţiuni respiratorii ale păsărilor, cum sunt : 

 - influenţa aviară are o contagiozitate ridicată caracterizată clinic prin tulburări generale 

grave, respiratorii, digestive şi nervoase, însoţite de o infiltraţie edematoasă a ţesutului conjunctiv 

subcutanat din regiunea capului şi gâtului, iar morfopatologic prin diateză hemoragică accentuată 

şi proventriculită hemoragică; 

  - bronşita infecţioasă aviară afectează numai puii în vârstă de 3-5 săptămâni, evoluează 

enzootic cu semne clinice respiratorii , leziuni la nivelul traheei cu prezenţa fibrinei în traheea 

inferioară şi bronhii şi zone de pneumonie în jurul marilor bronhii, mortalitate mică şi cu lipsa 

leziunilor de la nivelul tubului digestiv; 

- laringotraheita infecţioasă aviară evoluează enzootic, cu o difuzibilitate mai lentă în 

efectiv şi cu predominarea fenomenelor respiratorii   iar  leziunile sunt reprezentate de rinita şi 

laringotraheita hemoragică, chiagurile de sânge putând oblitera traheea ; 

- micoplasmoza respiratorie aviară evoluează enzootic, fără tendinţă de a difuza în afara 

focarului. Sunt prezente coriza, laringotraheita şi aerosaculita fibrinoasă; 

- pasteureloza aviară afectează galinaceele şi palmipedele, peste vârsta de 2 luni şi rareori 

sub această vârstă. Evoluează enzootic fără tendinţa de a difuza în afara focarului şi cu prezenţa 

leziunii de hepatită necrotică miliară; 

- encefalomielita infecţioasă aviară afectează numai puii în vârstă de până la 2-3 luni, 

evoluează enzootic cu tulburări nervoase, ca ataxie, incoordonare în mers, paralizie, tremur rapid 

al capului şi gâtului; lipsesc leziunile mucoasei tubului digestiv; 

- boala lui Marek apare sporadic, evoluează cronic cu tulburări nervoase manifestate prin 

pierderea echilibrului, contracţii spastice ale degetelor, flexarea picioarelor, pierderea echilibrului, 

extensia exagerată înainte sau lateral a unuia sau ambelor membre ( pas de defilare, pas de 

balerină ), paralizii ale aripilor şi picioarelor  şi  leziuni la nivelul nervilor (ischiatic şi brachial ) 

care sunt îngroşaţi, cenuşii gălbui iar pe secţiune au aspect sarcomatos, tumoral; 

- tifopuloroza afectează puii mici , cu tulburări digestive şi mortalitate mare iar la adulte cu 

stare tifică, anemie şi ficatul cu aspect bronzat; 

- coriza infecţioasă evoluează benign, cu semne de coriză, sinuzită şi edemul capului, 

urmate de vindecare spontană. 

                          

CAPITOLUL III 

         Criterii  care conduc la suspiciunea de boala de Newcastle într-o exploataţie  de păsări 

- morbiditate 80-90%; 

- mortalitate 90%; 

- febră asociată cu indigestie, diaree apoasă de culoare verzuie, cu sau fără strii de sânge; 
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- tulburări respiratorii; 

- tulburări nervoase ; 

- infiltraţii seroase cu aspect gelatinos în ţesutul conjunctiv subcutanat şi intramuscular din 

regiunea capului şi gâtului; 

- hemoragii punctiforme şi focare miliare de necroză pe pielea capului şi leziuni de 

conjunctivită catarală sau de cheratoconjunctivită; 

- proventriculită hemoragică - a nivelul stomacului glandular, la trecerea dintre esofag şi 

proventricul sau dintre proventricul şi stomacul muscular; 

- tiflita şi proctita hemoragica - penele din jurul orificiului cloacal sunt murdare de fecale 

diareice; 

- butoni difteroizi (pseudopestoşi) - inflamaţia hemoragico-necrotică sau difteroidă, sub 

formă de plăci la nivelul mucoasei intestinale, între cecum şi cloacă; 

- păsările au avut contact direct sau indirect cu o exploataţie de păsări care s-a dovedit 

infectată cu virusul bolii de Newcastle  ; 

- exploataţia a primit păsări transportate cu mijloace de transport care anterior au transportat 

păsări din sau la o altă exploataţie ce ulterior s-a dovedit a fi infectată cu virusul BN; 

- au existat contacte cu păsări sălbatice infectate cu virsul bolii de Newcastle; 

- există suspiciunea unei posibile expuneri datorita intrării în unitate a unor persoane sau 

mijloace de transport 

În caz de suspiciune, obligatoriu sunt prelevate probe pentru investigaţii de laborator. 

D i a g r a m a   f l u x 
 

Teste virusologice pentru A 160

TT, TC, ţesuturi

Ex. virusologic

HA + HA -

Tipizare cu 

seruri pozitive specifice

pentru NDV si IA

Pozitiv NDV Negativ IA

IPIC Secvenţiere
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Teste serologice pentru A 160

PROBE DE SER
Prelevate de la pasari suspecte de imbolnavire

din exploatatii profesionale

RIHA NDV

POZITIV
Titruri neuniforme de anticorpi

(> 1/512)

NEGATIV
Se continua investigatiile de

laborator

Examen virusologic
 

 

 

CAPITOLUL IV 

1. Proceduri generale  pentru prelevarea şi transportul probelor 

 

Set standard de probe pentru examene virusologice si serologice 

  

a. Prelevarea probelor de sânge 

Pentru examenul serologic este necesară  recoltarea de sânge dintr-un vas superficial după care 

probele vor fi menţinute la temperatura camerei pâna la coagulare. Coagulul va fi decolat cu o 

baghetă si tuburile vor fi menţinute la temperatura camerei până se exprimă serul. Serul este 

separat, decantat şi centrifugat după care poate fi congelat.  

 

Pentru investigația unei exploatații suspecte sau deja infectate: 

 

- în cazul păsărilor nevaccinate 

 setul standard de probe de sange pentru examenul serologic este de minim 20 probe. 

Eșantioanele de sânge trebuie prelevate de la toate păsările pentru efectivele formate din 

mai puțin de 20 de păsări și de la 20 de păsări în cazul efectivelor mai numeroase (există 

astfel o probabilitate de 99 % de a depista măcar un ser pozitiv dacă cel puțin 25 % dintre 

păsările din efectiv sânt pozitive, indiferent de numărul total al păsărilor din efectiv). În 

vederea efectuării testului, sângele se lasă să se coaguleze și se extrage serul. Păsările 

aparent sănătoase sau care aparent s-au refăcut trebuie considerate ținta pentru prelevarea 

de probe.  
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b. Prelevarea probelor de tampoane oro-faringeale şi traheale 

Pentru recoltarea probelor de secreţii oro-faringeale şi traheale în scopul izolării de virus se 

utilizează  tampoane sterile care se introduc în cavităţi executându-se mişcări de rotaţie cu o 

presiune moderată, evitându-se lezarea mucoasei.  

 setul standard de probe pentru examenul virusologic: 5 păsări bolnave/moarte și/sau cel 

puţin 20 de tampoane traheale/orofaringeale de la păsările din exploatația suspectă de 

infecția cu virusul bolii de Newcastle dacă numărul păsărilor 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. 

După prelevare, tampoanele se introduc în tuburi cu mediu de transport se menţin la 4
0
C si 

se expediaza rapid la laborator. 

 

c. Prelevarea probelor de tampoane cloacale  
Pentru recoltarea probelor de fecale în scopul izolării de virus se utilizează  tampoane sterile care 

se introduc în cloacă executându-se mişcări de rotaţie cu o presiune moderată, evitându-se lezarea 

mucoasei.  

 setul standard de probe pentru examenul virusologic: 5 pasari bolnave/moarte si/sau cel 

puţin 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 ţinta 

pentru prelevarea de probe. 

Tampoanele cloacale vor avea cel putin 1 g de fecale sau se recolteaza fecale prosapete.  

După prelevare, tampoanele se introduc în tuburi cu mediu de transport se menţin la 4
0
C si 

se expediaza rapid la laborator. 

Autoritatea competentă poate decide asupra probelor standard, însă un subset de probe 

standard va fi prelevat obligatoriu. 

 

d. Recoltarea de probe de la cadavre 

 Se pot expedia: cadavrul întreg (cel puţin 5), organe sau fragmente de organe (creier, 

pulmon, splină, ficat, cord, intestin, rinichi) recoltate cât mai aseptic. Probele trebuie 

ambalate separat în recipiente etanşe sau saci dubli de plastic între care se introduce vată 

îmbibată cu soluţie decontaminantă. Este necesară menţinerea la temperatura de 

refrigerare. La exterior pachetul trebuie etichetat vizibil cu adresa laboratorului şi cu 

următorul mesaj: material patologic, perisabil, fragil, nu deschideţi în afara LNR pentru 

boala de Newcastle . 

 

e. Transportul probelor 

Imediat după prelevare, probele se vor menţine la rece, precum şi pe timpul transportului 

(4
0
C). Daca transportul la laborator nu se realizeaza în 24 ore, probele trebuie congelate la si apoi 

transportate pe gheata.  

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

Probele de ţesut pot fi congelate imediat fără mediu de transport şi mai târziu vor fi 

mărunţite şi plasate în mediu de transport. 

Păstrarea probelor de organe şi tampoane pentru o perioadă mai lungă de timp se face la –

80
0
C. 

 

f. Mediu cu antibiotice:  
La 100 ml tampon fosfat salin steril pH 7,0 - 7,4 se adaugă: 

 penicilină: 1.000.000 UI 

 streptomicină: 1 g 

 gentamicină: 25 mg  

 micostatin (nistatin) : 500.000 UI (sau 4ml nistatin ) 

 Se corectează pH-ul soluţiei după adăugarea antibioticelor la: 7,0-7,4 
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Aseptizarea probelor: 

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

 pentru probele de fecale: 0,5g fecale cu 9,5 ml soluţie de antibiotice sau 1 g cu 19 ml 

soluţie de antibiotice (1/20 w/v) 

 pentru tampoanele traheale: 1 tampon traheal cu 1ml de soluţie de antibiotice (5 TT cu 5 

ml soluţie de antibiotice) 

 pentru tampoanele cloacale: 1 tampon cloacal cu 2 ml de soluţie de antibiotice (5 TC cu 10 

ml soluţie de antibiotice). 

 

2. Proceduri care trebuie aplicate în conformitate cu Directiva Consiliului 

66/1992/EEC sânt transpuse în Norma sanitară veterinară privind măsurile de combatere a 

bolii de Newcastle (pseudopesta aviară) aprobată prin Hotărîrea Guvernului nr. 1085 din 

14.12.2017.  
 

CAPITOLUL V 

Diagnostic prin examene virusologice și evaluarea rezultatelor 

 

Examene virusologice 

 

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

 

Principiul metodei  

Metoda se bazează pe inocularea suspensiilor în soluţii de antibiotice a materialelor patologice 

reprezentate de tampoane traheale, tampoane cloacale, organe si probe de fecale prelevate de la 

păsări bolnave și cadavre, în cavitatea alantoică a oualor embrionate de gaina in varsta de 9-11 

zile. Lichidele alantoamniotice ale embrionilor morţi sunt testate pentru activitatea 

hemaglutinantă.  

 

Prezenţa virusului din familia Paramyxoviridae se confirma prin identificare cu ser pozitiv 

specific faţă de cele 9 serotipuri de virus: APMV-1 până la APMV-9. 

 

Materialul supus examinării  

Probele de tampoane traheale, tampoane cloacale trebuie prelevate pe mediu cu antibiotice, 

probele de organe şi fecale trebuie sa fie cât mai proaspete, conservate şi transportate la 4
o
C. 

 

Tehnica de lucru   

 

Prepararea soluției de antibiotice: în TFS pH  7,0-7,4 se adaugă 2000 UI/ml penicilină, 2 mg 

/ml streptomicină, 50 µg /ml gentamicină, 5000 UI/ml micostatin. Se corectează pH-ul soluţiei 

după adăugarea antibioticelor la: 7,0-7,4. 

 

Aseptizarea probelor:  
Probele de tampoane cloacale se  plasează în tampon fosfat salin pH 7.0-7,4 cu antibiotice  şi se 

spală foarte bine în acest mediu. Aseptizarea se realizeaza timp de 1-2 ore la temperatura camerei. 

Pentru tampoane cloacale concentraţia de antibiotice este de cinci ori mai mare. 

 

Probele de organe: 1g de ţesut mojarat în 9 ml soluţie de antibiotice (1/10/w/v) timp de 1-2 ore la 

temperatura camerei. 

 

Probele de fecale: 0,5 g fecale în 9,5 ml soluţie de antibiotice sau 1 g în 19 ml soluţie de 

antibiotice timp de 1-2 ore la temperatura camerei. Pentru probele de fecale concentraţia de 

antibiotice este de cinci ori mai mare. 
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Centrifugarea probelor:  

Probele de creier se vor procesa separat. 

Probele de fecale şi de organe se centrifughează separat la 1000 r.p.m. timp de 30 minute. 

 

Pregătirea ouălor embrionate pentru inoculare:   

Se efectuează mirajul ouălor embrionate pentru delimitarea camerei de aer şi poziţia embrionului, 

într-o cameră intunecată cu ajutorul unui ovoscop. 

Ouăle embrionate se identifică cu numărul probei ce urmează să fie inoculată.  

Se vor inocula câte 5 ouă embrionate pentru fiecare probă.  

 

Inocularea ouălor embrionate cu material patologic:  

Aseptizarea locului de inoculare a oului cu tinctură de iod. 

Perforarea cojii oului.  

Inocularea de material patologic în cavitatea alantoamniotică a unei cantităţi  de  0,2 ml cu 

ajutorul unei seringi.  

Aseptizarea locului de inoculare a oului  cu tinctură de iod. 

Închiderea orificiului de inoculare cu parafină sau alt material.  

 

Introducerea ouălor inoculate la incubator cu temperatura de 37 
0 

C 
Ouăle se vor ţine sub observaţie timp de 4-7 zile şi se va efectua mirajul zilnic de 2 ori pe zi. 

Ouăle cu embrioni morţi sau muribunzi se păstrează la rece până la examinare, iar ouăle cu 

embrioni vii rămase până la sfârşitul perioadei de observaţie trebuie introduse la 4
o
C, pentru 

sacrificare. 

 

Prepararea de soluţii şi suspensii necesare procesării probelor: 

Prepararea soluției Alsever pentru recoltarea de sânge: dextroza 0,8 mg, acid citric 0,055 mg, 

clorura de sodiu 0,42 mg, apa distilata 100 ml.  

Se autoclavează sau se filtrează steril (filtru de 0,22 µm). Se pastreaza la 4
0 

C.            

Recoltarea sângelui se face în soluţie Alsever în proportie de 1/1, de la minim trei păsări  SPF ( 

dacă nu este posibil se recoltează de la păsări care sunt monitorizate regulat, fiind libere de 

anticorpi pentru influenţa aviară şi boala de Newcastle).  

 

Prepararea suspensiei de eritrocite 1%.  

 Sângele  se centrifugheaza în tampon fosfat salin pH 7.0-7.4 timp de 10 minute la 1000-

1500 r.p.m.de trei ori.  

 Se prepară o suspensie de eritrocite 1% în tampon fosfat salin pH 7,0-7,4. 

 Eritrocitele  se pot păstra la la 4°C, timp de 4-5 zile în soluţie Alsever. 

 

Deschiderea ouălor şi verificarea activităţii hemaglutinante a lichidelor alantoamniotice:  

 Se prelevează într-un tub lichidele alantoamniotice din ouale cu embrioni morti. 

 O cantitate de aproximativ 1 ml lichid alantoamniotic se distribuie pe o placă Petri sterilă 

şi se adaugă o cantitate egală de suspensie de eritrocite 1% 

 Hemaglutinarea confirmă prezenţa unui virus cu activitate hemaglutinantă (virusul 

influenţei aviare, virusul bolii de Newcastle) 

 

Identificarea virusului izolat si interpretarea rezultatelor: 
Se efectuează prin reacția de hemaglutinare pentru stabilirea titrului virusului izolat. Titrul 

hemaglutinant al antigenului este cea mai mare dilutie de virus care produce hemaglutinarea 

completă (fără curgerea eritrocitelor); aceasta reprezintă  o unitate hemaglutinanta (UHA); în 

reacţia de inhibare a hemaglutinarii  se folosesc 4 UHA (ex.:titrul 128 , rezultă că, soluţia de lucru 

este 1/32). Identificarea se realizeaza cu seruri pozitive de mare specificitate pentru cele 9 

serotipuri de paramyxovirus prin reacţia de  inhibare a hemaglutinării.  
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Titrurile inhibohemaglutinante sunt considerate pozitive daca se produce inhibarea faţă de 4 

unitati hemaglutinante. 

 

Diagnostic diferenţial  
     a)  Diferențierea preliminară  

     Este important sa se aplice masurile de control  cat mai repede pentru a preveni raspandirea 

virusului bolii de Newcastle, de aceea Laboratorul Naţional de Referinţă 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 şi implicit la 

aplicarea masurilor de control.    

     Cele mai frecvente reacţii încrucişate sunt între APMV-1 şi APMV-3 (APMV-3 izolat de la 

psitacine), dar aceste serotipuri  pot fi diferenţiate  cu ajutorul anticorpilor monoclonali. 

      b) Identificarea virusului 

       Exista 9 serotipuri de paramyxovirus ale virusului bolii de Newcastle şi de aceea Laboratorul 

Naţional de Referinţă trebuie sa deţina toate aceste seruri pozitive care sa permita identificarea 

virusurilor izolate. Laboratorul Naţional de Referinţă trebuie sa: 

    stabilească serotipul de paramyxovirus si sa implementeze masurile de control pentru 

APMV-1 

 expedieze tulpinile virale la Laboratorul Internațional de Referinta pentru caracterizare 

completa antigenică si genetică in ce priveste epidemiologia bolii conform cu functiile si 

indatoririle din Anexa V. 

 utilizeze RT-PCR pentru  demonstrarea rapidă a prezenţei virusului şi chiar a virulenţei 

acestuia prin determinarea secventei de aminoacizi de la situsul de clivare a 

hemaglutininei;  

 să efectueze indexul de patogenitate intracerebrală pe pui SPF în varsta de 24 ore şi nu 

mai mult de 40 ore, descris in Capitolul VII, IPIC mai mare de 0,7 confirma virulenta 

tulpinii izolate.  

 

CAPITOLUL VI 

Identificare şi caracterizare a genomului specific virusului pseudopestei aviare 

 

Obiect: Amplificarea şi caracterizarea situsului de clivare al genei F, cu stabilirea patogenităţii 

virale, utilizând tehnicile RT-PCR şi secvenţiere.        

Domeniul de aplicare: Tehnica se aplică în domeniul biologiei moleculare. 

Scop: Utilizarea metodei pentru supravegherea sanitar veterinară, diagnostic în pseudopesta 

aviară, caracterizare patogenitate.   

Principiul metodei 

Identificarea acidului nucleic viral prin tehnicile RT-PCR convenţional şi secvenţiere. 

Materiale necesare 

Reactivi: 

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

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

- Kit amplificare produşi PCR pentru secvenţiere "Big Dye Termiator Cycle sequencing 

Kit" - versiunile 3.1 şi 1.1 (Applied Biosystems, Marea Britanie); 

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

- Kit purificare ampliconi PCR secvenţiere "CentriSep Spin Columns" (Princeton 

Separations, SUA); 

- Primer sens „NDH F” (20M) gena F a genomului viral. 

5' - TAC ACC TCA TCC CAG ACA GG - 3'; 

- Primer antisens „NDH R” (20M) gena F a genomului viral.  

   5' – AGT CGG AGG ATG TTG GCA GC  - 3'. 
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Echipament  şi consumabile 

- pipetă automată monocanal 0,5-10 l; 

- pipetă automată monocanal 10 -100 l; 

- pipetă automată monocanal 100-1000 l;  

- tuburi tip Eppendorf de 0,2 ml, 0,5 ml şi 1,5 ml.;   

- markere rezistente la temperaturi scăzute, prosoape de hârtie; 

- tipsuri sterile cu filtru de 10, 100, 1000 l; 

- cutii depozitare reagenţi;  

- vortex; 

- thermocycler iCycler (Bio Rad, SUA), GeneAmp 2400 (Perkin Elmer, SUA); 

- incinte de lucru pentru PCR; 

- centrifugi de masă de mare viteză (până la 14.000 rpm); 

- hote laminare de diferite dimensiuni prevăzute cu lămpi ultraviolete; 

- celule de electroforeză; 

- tăviţe pentru turnarea gelului; 

- piepteni pentru godeuri; 

- aparat de video documentare Versa - Doc sau Gel - Doc (Bio-Rad); 

- sursă de curent pentru electroforeză (Bio-Rad); 

- balanţă tehnică; 

- cuptor cu microunde; 

- pahare Erlenmeyer, spatule, tăviţe cântărire; 

- congelatoare - 20ºC şi - 80ºC, frigidere; 

- dezinfectant - Virkon. 

- maşină de gheaţă; 

- ochelari protecţie ultraviolete 

 

Materialul supus examinării  - suspensie virală obţinută prin cultivarea virusului pe ouă 

embrionate SPF.  

 

Recoltarea si transportul probelor biologice lizate din incinta nivel biosecuritate nivel III in 

serviciul Biologie Moleculară: 

 

Materiale necesare: 

- proba biologică  

- hota flux laminar clasa IIA; 

- mănuşi de latex de unică folosinţă; 

- saci de biohazard, autoclavabili, pentru colectarea deşeurilor; 

- solutie 1% virkon; 

- hârtie prosop; 

- tampon lizare din Kit-ul folosit pentru extracţie. 

 

Tehnica de lucru: 

Tuburile Eppendorf ce conţin proba biologică în tamponul de lizare al kitului de extracţie folosit 

sunt preluate prin "Pass-Box" din incinta de biosecuritate nivel III. 

Acestea sunt transportate în camera de extracţie acizi nucleici în cutia specială, unde se spală de 

hidroxidul de sodiu din "Pass-Box" sub jet de apă, după care se îndepărtează folia protectoare de 

parafilm.   

Se lucrează în hota cu flux laminar clasa a IIA. 

 

Pregătirea probelor pentru extracţie acizi nucleici 

Materiale necesare: 

- Probe biologice; 

- Tipsuri de diferite volume; 

- Pipete automate de diferite volume;  
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Tehnica de lucru: 

Se centrifughează 1 minut la 10.000 rpm pentru exprimarea supernatantului. 

 

Extracţie acizi nucleici: 

Extracţia ARN din probe biologice utilizând Kitul „High Pure RNA Isolation kit” 

 

Reagentul l/probă Nr. probe Cantitatea totală 

Probă biologică în 

tampon de lizare 
600l   

Centrifugare 1 

Pipetarea 

Centrifugare 15 sec 

minut la 13000 rpm; 

supernatantului    în 

la 10000 rpm ; 

combinarea filtrului 

rezervorul superior 

îndepărtare eluat din 

cu tubul de colectare 

 

fiecare tub. 

Tampon incubare DNază 90 l   

DNază 10 l   

Amestecare şi        pipetare    în 

Incubare 15 minute 

rezervorul  superior 

la temperatura cam. 

 

Tampon I de spălare 500 l   

Centrifugare 15 sec la 10000 rpm; îndepărtare eluat din fiecare tub. 

Tampon II spălare 500 l   

Centrifugare 15 sec la  10000  rpm; îndepărtare eluat din fiecare tub. 

Tampon II spălare 200 l   

Centrifugare 2 min. la 13000 rpm;       se 

inserează      filtrul 

îndepărtează tubul 

într-un  tub steril de 

de colectare şi se 

1,5 ml. 

Tampon de eluare ARN 50 l   

 Centrifugare 1 min la 10000 rpm  

 

Reacţia one - step RT-PCR  

Prepararea mixului de reacţie: 

Se realizează în incinta de lucru pentru PCR din laboratorul Pre-PCR ("camera curată"): 

1. Se utilizează kitul „OneStep RT-PCR”  şi primerii specifici; 

2. Reagenţii necesari pregătirii mixului sunt alicotaţi şi sunt depozitaţi în congelatorul din camera 

curată; 

3. Toţi reagenţii - excepţie enzimele de lucru - se scot din congelator şi se depozitează pe gheaţă 

până la utilizare; 

4. Toţi reagenţii sunt vortexaţi apoi centrifugaţi tip spin la 10.000rot/min- excepţie enzimele de lucru; 

5. Enzimele se scot din congelator numai în momentul utilizării, perioadă în care se vor depozita pe 

gheaţă; 

6. Reagenţii asfel pregătiţi se vor utiliza pentru prepararea pe gheaţă a mixului conform protocolului, cu 

respectarea succesiunii din tabel:  

 

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

Reagenti l/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/l  1.5   

Primer NDH-R  20 pmol/l  1.5   

RNasin (Promega) 40 U/l 0.5   

Mix enzime OneStep RT-PCR (Qiagen) 2   

Volum Total 40   

Se omogenizează mixul obţinut prin pipetare 
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Pregătirea ARN extras pentru PCR: 

ARN-ul obţinut se incubează 1 min la 90ºC pentru denaturare/linearizare, după care se 

depune imediat pe gheaţă până la utilizare. 

Cuplarea mixului cu ARN viral 

Mix-ul preparat se transmite pe gheaţă în „camera de cuplare” prin intermediul ferestrei de 

tip pass-box dintre cele două încăperi ("camera curată" şi "camera de cuplare"). 

În incinta de lucru PCR din „camera de cuplare” se realizează, în tuburi de 0,2 ml, cuplarea 

mixului, în cantitate de 40l, cu proba de ARN, în cantitate de 10l, adusă din laboratorul 

„Extracţie acizi nucleici”. Cuplarea se realizează pe gheaţă, amestecul obţinut fiind omogenizat 

prin pipetare. Se va evita generarea de bule de aer consecutivă pipetării. 

Realizarea amplificării în thermocycler: 

Se setează parametrii de amplificare la următoarele valori:   

  

Programul Număr cicluri Temperatură Durată 

Reacţia de revers-

transcripţie 

1 50°C 30 minute 

Denaturare/activare 

polimerază 

1 95ºC 15 minute 

 

Reacţie PCR 

 

40 

94°C 45 secunde 

58°C 1 minut 

72° 1 minut 

Răcire 1 4ºC  

 

Electroforeza in gel de agaroză: 

Prepararea gelului de agaroză 

 Intr-un pahar Erlenmayer se cântăresc 0,9g agaroză şi se amestecă cu 60ml tampon 

TBE1x; 

 Se acoperă paharul (fără etanşare) si se introduce in cuptorul cu microunde unde are 

loc dizolvarea agarozei, la fierbere, timp de aproximativ 2 minute;  

 Se răceşte soluţia astfel obţinută sub jet de apă, până la aproximativ 60
0
C, se 

adaugă 4 l EtBr 10mg/ml, turnându-se imediat în tăviţa de electroforeză, pregătită în 

prealabil (inserată în suportul „casting gel”  şi cu pieptenul fixat, în funcţie de numărul de 

probe de analizat); 

 Se elimină eventualele bule de aer cu ajutorul unui tips; 

 Se lasa gelul să se solidifice (aproximativ 20minute); 

 După solidificare, se scoate tăviţa din suportul „casting gel”, se îndepărtează 

pieptenul fixat şi se încarcă probele în tancul de electroforeză ce conţine tampon migrare 

TBE1x; 

Încărcarea probelor 

 Pe o folie de Parafilm se pipetează câte 4 l tampon de incărcare (loading buffer) 

peste care se adaugă câte 10 l de probă; 

 Se încarcă 10 l din amestecul omogenizat în godeurile gelului de agaroză; 

 

Electroforeza 

 Se fixează capacul celulei de electroforeză astfel incât catodul (firul negru) sa fie la 

„-” iar anodul (firul roşu) sa fie la „+” (migrarea acizilor nucleici se face de la „-"  la „+"); 

 Se fixează parametrii de separare la 100 V, 500 mA, pentru o durată de 40 min. 

 

Analiza electroforezei 

 După terminarea electroforezei gelul se analizează în sistemul de 

videodocumentare, utilizând modulul "Preparative". Benzile specifice obţinute prin 

amplificarea genomului viral au o dimensiune de 300-320 pb. 
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Calculul rezultatelor şi modul de exprimare 

Rezultatele se stabilesc în urma analizei gelurilor de agaroză în sistemul de videodocumentare. 

Probele pozitive prezintă benzi specifice cu dimensiuni de 300-320  pb. 

 

Testul se consideră validat dacă standardul de lucru şi probele cert pozitive s-au obţinut pozitive, 

iar mix-ul cu adaos de apă şi proba standard negativ s-au obţinut negative. 

 

Validarea testului prin utilizarea martorilor pozitivi şi negativi; 

 

Prepararea martorului negativ de control al extracţiei acizilor nucleici: 

- o probă cert negativă de produs biologic (probă ce a fost lucrată de cel puţin trei ori, iar 

rezultatul a fost negativ) este supusă extracţiei în aceleaşi condiţii ca şi probele de 

lucru;  

 

Prepararea martorului pozitiv de control al extracţiei acizilor nucleici: 

-    o probă cert pozitivă de produs biologic (probă ce a fost lucrată de cel puţin trei ori, iar 

rezultatul a fost pozitiv) este supusă extracţiei în aceleaşi condiţii ca şi probele de lucru; 

 

Prepararea martorului negativ de control: 

- în tubul de reacţie de 0,2 ml se pipetează 40l amestec de reacţie şi respectiv 10l apă 

ultrapură; acest amestec reprezintă o probă cert negativă deoarece nu conţine ARN 

viral; 

 

Prepararea martorului pozitiv de control: 

 -  în tubul de reacţie de 0,2 ml se pipetează 40l amestec de reacţie şi respectiv 10l 

standard de lucru; acest amestec reprezintă o probă cert pozitivă deoarece conţine ARN viral. 

 

Purificarea ampliconilor din gelul de electroforeză  

Izolarea benzilor specifice din gelul de agaroză: 

- se identifică benzile specifice din gel 

- se decupează benzile cu ajutorul unei lame de bisturiu, sub protecţia ochelarilor speciali; 

se încearcă izolarea benzilor fără exces de gel de agaroză 

- se incarcă fragmentele în tuburi Eppendorf de 1,5ml 

- se cântăresc tuburile la balanţa tehnică; greutatea fragmentelor se calculează prin 

scăderea tarei (greutatea proprie a tubului Eppendorf) 

Purificarea ampliconilor: Se utilizează kitul "MinElute Gel Extraction Kit". 

 

 

Protocol de lucru 

 

Se pipetează 3 volume tampon QG la 1 volum de gel (100mg ~ 100μl) 

Se incubează 10 minute la 50ºC (sau până la topirea totală a gelului), cu vortexare periodică (la 2-

3minute) 

Se pipetează 1 volum izopropanol absolut pentru 1 volum de gel (100mg ~ 100μl) 

Se omogenizează prin pipetare şi se transferă în coloniţele de purificare. 

Se centrifughează 1min la 14.000rpm; îndepărtare eluat 

Se pipetează 500μl tampon QG în fiecare coloniţă 

Se centrifughează 1min la 14.000rpm; îndepărtare eluat 

Se pipetează 750μl tampon PE de lucru în fiecare coloniţă 

Se incubează 2-5min la temperatura camerei. Se centrifughează 1minut la 14.000rpm; îndepărtare 

eluat 

Se centrifughează 1minut la 14.000rpm pentru uscarea completă a membranei coloniţelor 
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Se transferă coloniţele din tuburile de colecţie în tuburile Eppendorf de 1,5ml 

Se pipetează 10μl tampon EB (tampon de eluare) în centrul membranei 

Se incubează 1minut la temperatura camerei 

Se centrifughează 1minut la 14.000rpm; eluatul obţinut (ampliconul purificat) se depozitează în 

congelatorul din "camera de secvenţiere" 

 

Reacţia PCR pentru secvenţiere 

Pregătirea probelor pentru secvenţiere 

Se realizează în incinta de lucru pentru PCR din laboratorul "camera de secvenţiere": 

  1. Se utilizează kitul "Big Dye Termiator Cycle sequencing Kit" - versiunile 3.1 sau 1.1 şi 

primerii specifici; 

  2. Reagenţii necesari pregătirii mixului sunt alicotaţi şi sunt depozitaţi în congelatorul din 

"camera de secvenţiere"; 

  3. Toţi reagenţii se scot din congelator şi se depozitează pe gheaţă până la utilizare; 

  4. Toţi reagenţii sunt vortexaţi apoi centrifugaţi tip spin la 10.000rot/min- excepţie Ready 

Reaction Mix; 

5. Pentru fiecare probă de analizat se vor efectua două mixuri de reacţie - unul cu 

primerul sens şi celălalt cu primerul antisens   

6. Reagenţii asfel pregătiţi se vor utiliza pentru prepararea pe gheaţă a mixului conform 

protocolului, cu respectarea succesiunii din tabel: 

Mix secvenţiere  

Reagent Concentraţie   Cantitate/probă 

Big dye terminator ready reaction mix 2.5×    4 μl 

Sequencing buffer 5×    2 μl 

Amplicon purificat 3 – 10ng       μl 

Primer  3,2 pmol       μl 

Apă ultrapură q. s. ad  20 μl 

 

Realizarea amplificării în thermocyclerul PE 2400: 

 

Programul Număr cicluri Temperatură Durata expoziţiei 

Denaturare 1 96ºC 1 minut 

 

Reacţie PCR 

 

25 

96°C 10 secunde 

58°C 10 secunde 

60°C 4 minute 

Răcire 1 4ºC  

 

Purificarea ampliconilor rezultaţi în urma reacţiei de secvenţiere 

Se realizează în incinta de lucru pentru PCR din "camera de secvenţiere". Se utilizează coloniţele 

de purificare "CentriSep Spin Columns" 

 

Pregătirea coloanelor de purificare 

  1. Se hidratează coloniţele cu 800μl apă ultrapură 

  2. Se omogenizează gelul obţinut şi se îndepărtează bulele de aer 

  3. Se incubează 2 ore la temperatura camerei  

  4. Dacă nu sunt folosite în ziua respectivă, se depozitează în frigiderul din camera de 

electroforeză pentru nu mai mult de 2-3 zile  

 

Îndepărtarea lichidului interstiţial 

Se îndepărtează capacul superior şi ulterior capacul inferior al coloniţelor 

Se ataşează tuburile de colecţie 

Se permite scurgerea prin gravitaţie a lichidului în exces din coloniţe   
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Se îndepărtează lichidul din tuburile de colecţie - aproximativ 200-250μl 

Se centrifughează coloniţele 2min la 3000rpm, cu marcarea orientării acestora 

Se îndepărtează tuburile de colecţie şi se ataşează tuburi Eppndorf de 1,5ml 

Probele se procesează în maxim 2 minute 

 

Procesarea probelor 

Se transferă 20μl probă pentru fiecare coloniţă, prin pipetare direct în centrul gelului 

Se centrifughează coloniţele 2min la 3000rpm, cu aceeaşi orientare 

Proba purificată va fi reprezentată de eluatul obţinut 

 

Precipitarea acizilor nucleici 

Se realizează în incinta de lucru pentru PCR din laboratorul "camera de secvenţiere" 

 

Precipitarea alcoolică 

Nr. etapă Acţiune  

1 Peste eluat se pipetează 16 μl apă ultrapură + 64 μl etanol absolut 

2 Omogenizare prin pipetare 

3 Incubare la temperatura camerei şi intuneric 40 – 120 minute 

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

5 Aspirare supernatant 

6 Pipetare 250 μl etanol 70% 

7 Vortexare scurtă, la frecventa redusă 

8 Centrifugare 15min la 14.000 rpm cu aceeaşi orientare 

9 Aspirare supernatant 

 

Obţinerea peletelor  

1. Tuburile Eppendorf se incubează pe termobloc cu capacele deschise, 1 minut la 90ºC, 

pentru evaporarea completă a etanolului rezidual. 

2. După incubare, se închid capacele tuburilor. 

 

Resuspendarea peletelor in formamidă 

Se realizează în incinta de lucru pentru PCR din laboratorul "camera de secvenţiere". 

 

Nr. etapă Acţiune  

1 Se resuspendă peletele pe gheaţă în 25 μl formamidă 

2 Vortexare energică 

3 Denaturare 2 min la 95ºC 

4 Poziţionarea imediată a tuburilor pe gheaţă 

5 Spin pentru colectarea probelor 

6 Transferul in tuburile aparatului; poziţionarea septelor 

7 Se menţin pe gheaţă, la întuneric, până la încărcarea în aparat 

 

Setarea parametrilor de secvenţiere - Analizor genetic AbiPrism 310  

 

Stabilirea "DyeSet/Primer - Mobility File" pentru fişa probelor ("Sample Sheet") 

Se pot selecta două categorii de parametrii şi anume pentru secvenţierea folosind kitul versiunea 

3.1 sau 1.1 

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

2. Pentru versiunea 1.1 se selectează "DT310POP6{BD}.mob" sau "DT310POP6{BD-

LR}v3.mob" 

 

Stabilirea "Run Module" pentru "Injection List" 

Se selectează "Seq POP6 (1ml) E" ca modul pentru rulare 
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Stabilirea parametrilor pentru analiza probelor secvenţiate 

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 patogenităţii virale 

Patogenitatea virală se stabileşte pe baza secvenţei de aminoacizi de la nivelul situsului de 

clivare al genei F.  

În acest sens, o pereche de aminoacizi esenţiali în poziţiile 112 şi 113, respectiv 115 şi 

116, plus aminoacidul fenilalanină (F) în poziţia 117, determină o recunoaştere a situsului de către 

proteazele ubiquitare, cu replicarea virală sistemică şi apartenenţa tulpinii la categoria 

mezogenă/velogenă.  

Aminoacizii ce se regăsesc în poziţiile 112 şi 113, respectiv 115 şi 116 sunt reprezentaţi în 

acest caz de lizină (K) şi/sau arginină (R) în combinaţiile teoretic posibile. În cazul în care în cele 

două poziţii este prezentă doar arginina (R) se poate spune că izolatul aparţine categoriei 

velogene.  

În contrast, tulpinile lentogene prezintă în poziţiile 112 şi 113, respectiv 115 şi 116, pe 

lângă aminoacizii mai sus menţionaţi, şi aminoacidul glicină (G) în combinaţiile teoretic posibile. 

Mai mult, în poziţia 117, în locul fenilalaninei, este prezentă leucina (L). 

Exemple de secvenţe de aminoacizi la nivelul situsului de clivare: 

 109 SGGGRQGRLIG 119  - CATEGORIA LENTOGENĂ 

 109 SGGR(K)RQR(K)RFIG 119 – CATEGORIA MEZOGENĂ/ VELOGENĂ . 

  

CAPITOLUL VII 

Teste de patogenitate şi evaluarea rezultatelor 

 

Virulenţa tulpinilor izolate trebuie evaluată prin efectuarea indicelui de patogenitate intracerebrală 

( IPIC) 

 Testul IPIC se efectuează după cum urmează: 

i) Lichidul alantoamniotic infectat cu un titru 2
4 

(1/16)
  
este diluat 1/10 în TFS fără aditivi 

cum ar fi antibioticele. 

ii) 0.05ml din suspensia de virus diluată se injectează intracerebral fiecărui pui dintr-un 

grup de 10 pui SPF.Aceşti pui trebuie să aibă mai mult de 24 h şi sub 40 h vârstă în momentul 

inoculării . 

iii) Puii sunt examinaţi la fiecare 24 h timp de 8 zile. 

iv) La fiecare observaţie păsările sunt notate cu un scor : 

0 pentru normal; 1 pentru bolnav; 2 pentru mort (puii morţi trebuie să fie notaţi cu 2 la sfârşitul 

fiecărei zile de observaţie). 

v) Indexul patogenităţii intracerebrale (IPIC) este media scorului per pasăre per observaţie 

după 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,  în timp ce tulpinile lentogene vor avea valori apropiate de  0.0 

 

Exemplu de IPIC 

 

Interpretarea rezultatelor 

Se face prin IPIC, luând în considerare şi timpul mediu de letalitate embrionara.             

 

Patotipuri şi indici de patogenitate 

Patotip Timpul mediu 

de letalitate 

IPIC Exemple de virusuri 

Velogene 

viscerotrope 

<60 1.5-2,0 Herts 33, N.Y.Parrot 70181, 

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 VIII 

Examene serologice şi evaluarea rezultatelor 
 

 Reacţia de hemaglutinare şi inhibare a hemaglutinării pentru detectarea 

anticorpilor în boala de Newcastle 

 

 Principiul metodei  

 

Metoda se bazează 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 

până la APMV-9. 

 

Materialul supus examinării  

 Probele de ser  fără hemoliza, menţinute la temperatura de 4
o
C. 

 

Tehnica de lucru 

Probele de ser prelevate de la alte specii decât găini necesită pretratament cu suspensie de 

eritrocite 10%, înainte de a fi introduse în lucru. 

 

Prepararea suspensiei de eritrocite 1% si 10% 

Semne clinice  ZIUA DUPĂ INOCULARE NUMÃRUL DE PÃSÃRI 

 1 2 3 4 5 6 7 8    TOTAL      SCOR 

NORMAL 10 4 0 0 0 0 0 0 14 x 0 = 0 

BOLNAV 0 6 10 4 0 0 0 0 20 x 1 = 20 

MORT 0 0 0 6 10 10 10 10 46 x 2 = 92 

Total       =   112/80 

IPIC = 1,4 
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Recoltarea sângelui se face în soluţie Alsever în proportie de 1/1, de la minim trei păsări 

SPF (dacă nu este posibil se recoltează de la păsări care sunt monitorizate regulat, fiind libere de 

anticorpi pentru boala de Newcastle).  

Sângele  se centrifugheaza în tampon fosfat salin (TFS) pH 7.0-7.4 timp de 10 minute la 

1000-1500 r.p.m.de trei ori. TFS se prepară astfel: soluţie de 10 ori concentrată: NaCl 80 g, KCl 2 

g, KH2PO4 2 g, Na2HPO4 11,5 g. Se completează cu apă distilată până la volumul de 1000 ml. În 

momentul utilizării se diluează o parte TFS 10 Xcu 9 părţi de apă distilată. 

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

  Eritrocitele  se pot păstra la 4°C, timp de 4-5 zile în soluţie 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 µm). 

 

 Reacţia de hemaglutinare 

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

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

- se executa dilutii seriate cu volum de 0,025 ml suspensie de virus de la primul pâna la 

ultimul godeu; 

- se distribuie 0,025 ml TFS în toate godeurile; 

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

- se agită usor placa şi se lasa acoperita timp de 40 minute la temperatura de 20
0
C sau 60 

minute la 4°C dacă temperatura ambientală este ridicată, timp în care în godeurile pentru martor 

de eritrocite  se va forma un buton distinct; 

- hemaglutinarea este constatată prin înclinarea plăcii cu observarea curgerii eritrocitelor 

pe peretele godeului; 

-titrul hemaglutinant al antigenului este cea mai mare dilutie de virus care produce 

hemaglutinarea completă (fără curgerea eritrocitelor); aceasta reprezintă  o unitate hemaglutinanta 

(UHA); în reacţia de inhibare a hemaglutinarii  se folosesc 4 UHA (ex.:titrul 128 , rezultă că, 

soluţia de lucru este 1/32). 

 

Pretratamentul probelor de ser cu suspensie de eritrocite 10% 

 Se distribuie: 

- 50 l TFS în primul godeu al fiecărui rând (ex.: 1-A,B,C,D,E); 

- 25 l ser de testat în primul godeu din primul rând vertical (ex.: 1-A,B,C,D,E); 

- 25 l suspensie de eritrocite 10% numai în godeurile cu ser de testat 

- 25 l TFS – Serul pozitiv, randul F-(godeurile 1->12);   

- 25 l TFS – Serul negativ,  randul G-(godeurile 1->12);  

- 25 l TFS - Control Virus - godeurile 2->6, rândul H;  

- 25l TFS Control eritrocite godeurile 7->12, rândul H;               

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

- 25 l ser pozitiv în primul godeu din rândul F; 

- 25 l ser negativ în primul godeu din rândul G;    

 Se menţine placa la temperatura  camerei (20
0
C) timp de 30 minute; 

 Se iau 25 l ser pretratat din primul rând de godeuri  şi se distribuie în al    II-lea rând de 

godeuri verticale (valabil pentru godeurile A,B,C, D,E); 

 Se iau 25 l ser pretratat din primul rând de godeuri şi se distribuie în al   III-lea rând de 

godeuri verticale (valabil pentru godeurile A,B,C, D,E) şi se fac diluţii seriate până la 

ultimul godeu inclusiv în godeurile cu serurile martor pozitiv şi negativ; 

 Se distribuie 25l soluţie antigen în godeurile cu serurile de testat şi în cele cu ser pozitiv 

şi negativ;   

 În rândul pentrul control virus se distribuie câte 25 l soluţie antigen în godeul nr.1 şi 2. 

Din godeul nr. 2 se fac diluţii seriate până la godeul nr.6; se distribuie apoi 25l soluţie 

TFS din godeul 1 până la godeul 6; 
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 În rândul pentrul control eritrocite se distribuie 25 l soluţie TFS din godeul 7 până la 

godeul 12. Se menţine placa la temperatura camerei (20
0
C) timp de 30 minute; 

 Se distribuie suspensie eritrocite 1% în toate godeurile. Se menţine placa la temperatura  

camerei (20
0
C) timp de 30 minute; 

 Citirea titrului de anticorpi-titrul inhibohemaglutinant al serului este cea mai mare diluţie 

care a produs inhibarea completă a antigenului (4 UHA). Hemaglutinarea este inhibată în 

acele godeuri în care eritrocitele curg la fel ca şi în godeurile martor  pentru eritrocite. 

 

Reacţia de inhibare a hemaglutinarii pentru galinacee 

 Se distribuie 0,025 ml TFS în fiecare godeu al plăcii de microtitrare cu godeul   în „V”; 

 Se repartizeaza 0,025 ml ser de testat, în primul godeu al fiecarui   rând din placă; 

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

 Se adauga câte 0,025 ml virus/antigen cu 4 UHA în fiecare godeu şi se menţin plăcile timp 

de 30 minute la temperatura camerei (20
0
C) sau 60 minute la 4

0
C; 

 Se distribuie 0,025 ml suspensie 1% (v/v) globule roşii de pasăre în fiecare godeu şi se 

agită uşor. Se menţin plăcile la  temperatura camerei (20
0
C) sau 60 minute la 4

0
C, dacă 

temperatura mediului ambiant este ridicată, timp în care în godeurile martor , erirocitele se 

vor depune sub forma unui buton distinct; 

 Titrul inhibohemaglutinant al serului este cea mai mare diluţie care a produs inhibarea 

completă a antigenului (4 UHA). Hemaglutinarea este inhibată în acele godeuri în care 

eritrocitele curg la fel ca şi în godeurile martor  pentru eritrocite. 

 

Validarea rezultatelor 

 - validarea rezultatelor trebuie să se facă introducând în test serul negativ de control care nu 

trebuie sa aibă un titru >1/4 (>2
2
 sau >log2) si titrul serului pozitiv trebuie  să  corespundă cu cel 

determinat de producător sau cu o diluţie în plus sau în minus. 

- trebuie inclus în test şi controlul virusului (back titration) pentru a verifica numărul de unităţi 

hemaglutinante. 

 

 Interpretarea rezultatelor 

  Un ser  este considerat pozitiv dacă se produce inhibarea hemaglutinării la o diluţie a serului de 

cel puţin 1/16 faţă de  4UHA de antigen.  

 

CAPITOLUL IX 

Sisteme de monitorizare asociate cu vaccinarea 

 

Vaccinarea împotriva Bolii de Newcastle sânt expuse în capitolul V al Normei sanitar veterinare 

privind măsurile de combatere a bolii de Newcastle (pseudopesta aviară) aprobată prin Hotărîrea 

Guvernului nr. 1085 din 14.12.2017. 

 

 

CAPITOLUL X 

Cerinţe minime de protecţie pentru transportul probelor 

 

1. Transportul probelor în cazul când agenţii patogeni sunt cunoscuţi a fi prezenţi sau se 

suspicionează prezenţa lor se realizează conform regulamentelor naţionale şi internaţionale. 

Virusurile izolate care nu sunt clasificate ca probe de diagnostic trebuie să fie ambalate în acord cu 

standardele internaţionale.Instrucţiunile din acest capitol se referă la transportul aerian, dar 

ambalare similară trebuie realizată şi pentru transportul terestru şi pe apă al probelor. 

 

2. Ambalarea probelor pentru transport se efectuează conform Normelor IATA. Expeditorul şi 

nu compania de transport este responsabilă de cantitatea de probe până la sosirea la destinatar. 
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3. Ambalarea primară 

- recipienţii să fie etanşi, pe dopuri să fie aplicat parafilm sau alt material de protecţie. 

- recipienţii primari se ambalează individual pentru a preveni spargerea. 

- când este precizată cantitatea probelor trebuie să se ţină cont de acest lucru. 

- recipienţii primari nu trebuie să conţină mai mult de 500 ml sau mg de probă. 

  Conţinutul recipienţilor primari reprezintă proba pentru diagnostic. 

 

4. Ambalarea secundară 

- se realizează într-un container secundar cu suficient material  absorbant pentru întreg 

conţinutul recipienţilor primari în caz că aceştia se sparg. 

- se realizează conform cerinţelor IATA  

În cazul probelor cu potenţial infectant se aplică Instrucţiunile 602. 

- când pachetul conţine probe cu potenţial infectant trebuie să se specifice prin marcare  

( UN va fi înscris într-un cerc ), de exemplu: 

„UN 4G/CLASS  6.2/99/GB2450” 

 

- pachetul secundar trebuie să fie închis etanş. Trebuie respectate instrucţiunile 

producătorului sau al altor părţi autorizate. 

- pachetul secundar trebuie să aibă cel puţin dimensiunea de 100 mm la exterior. 

- trebuie să fie suficient de încăpător pentru documente, cum ar fi foaia de transport aerian. 

Exteriorul pachetului 

- nu trebuie să cântărească mai mult decât 4 l sau 4 kg 

- dacă necesită gheaţă carbonică sau gheaţă se plasează în pachetul secundar. Dacă se 

foloseşte gheaţă carbonică, se va permite eliminarea vaporilor şi nu se vor face presiuni asupra 

pachetului, deoarece s-ar putea rupe. Dacă utilizăm numai gheaţă , pachetul nu trenuie să permită 

scurgerea. 

 

Fiecare pachet şi foaie de transport aerian treuie să fie incripţionate cu exact următoarele cuvinte: 

„UN 3373 DIAGNOSTIC  SPECIMEN 

PACKED IN COMPLIANCE WITH 

IATA PACKING INSTRUCTION 650” 

 

 lista cu probele trebuie inclusă intre pachetul secundar şi cel exterior 

 pachetul exterior trebuie plasat într-un sac de plastic pentru a fi protejat de umezeală 

 declaratia de expediere pentru materiale periculoase nu este necesară 

 

CAPITOLUL XI 

Expedierea tulpinilor de virus şi probelor către 

Laboratorul Internațional de Referinţă 

 

Probele trimise către Laboratorul Internațional de Referinţă trebuie să fie în conformitate cu 

recomandările pentru transportul agenților patogeni periculoşi şi de asemenea cu 

regulamentele şi legislaţia în vigoare din Marea Britanie.  

  - toate materialele trebuie să fie ambalate conform instrucţiunilor din acest capitol 

  - exteriorul pachetului trebuie să fie marcat astfel: 

„ ANIMAL PATHOGEN – PACKAGE ONLY TO BE OPENED AT THE AVIAN 

VIROLOGY SECTION, VLA WEYBRIDGE IMPORTATION AUTHORISED BY 

LICENCE NUMBER........*........ISSUED UNDER THE IMPORTATION OF ANIMAL 

PATHOGENS ORDER.” 

- trebuie să fie aplicate urmatoarele numere de licenţă: 

- pentru virusul pseudopestei aviare: „AHZ/2232/2002/5*” 

- pentru ţesuturi şi alte materiale: „ AHZ/2074C/2004/3*” 
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Aceste numere de licenţă sunt modificate periodic, iar laboratoarele care trimit probe trebuie 

să se asigure că ele sunt în uz, înaite de trimiterea pachetului. 

- pachetul trebuie să fie adresat către:  

Avian Virology 

VLAWeybridge, 

New How, Addlestone, 

Surrey, KT15 3NB 

United Kigdom 

- o scrisoare trebuie să însoţească pachetul în care se face referire la izolate, specie, vârstă, 

zona/ţara/semne clinice; 

- pachetele trebuie să fie trimise prin poşta aeriană sau transportul aerian de marfă; 

- dacă pachetele se trimit prin transportul aerian de marfă, numărul foii de transport trebuie 

transmis Laboratorului Naţional de Referinţă prin fax, telefon sau e-mail, înainte de sosirea 

materialelor. 

Pachetele trimise prin transportul aerian de marfă trebuie să fie inscripţionate clar cu 

următoarele: 

„ CARE OF TRANSGLOBAL” pentru a se asigura o procesare rapidă în aeroport 

Persoanele de contact din Laboratorul Internațional de Referinţă: 

Ian 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 XII 

Cerinţe de biosecuritate în laboratorul de diagnostic al bolii de Newcastle 

 

- Cerinţele de biosecuritate în laboratoarele de diagnostic pentru boala de Newcastle trebuie 

să aibă în vedere atât protecţia sănătăţii animalelor dar şi protecţia personalului ce lucrează 

în laborator. 

 

- În cadrul Comunităţii, cerinţele de biosecuritate pentru laboratoare sunt redate în câteva 

Directive. În plus, aspectele operaţionale sunt descrise conform normelor europene. Pentru 

procedura de diagnostic de laborator, rezultatele sunt ataşate la normele europene, cum ar 

fi buna practică de laborator.  

 

- Este recomandat ca manipularea virusului bolii de Newcastle să se facă în spaţii diferite de 

cele destinate diagnosticului acestei boli iar pregătirea sticlăriei, mediilor de cultură ca şi 

procesarea probelor de ser şi examenele serologice să se facă în spaţii separate de cele în 

care se manipulează virus. 

 

- Toate manipulările de virus viu se efectuează  în hote de clasă II; hotele trebuie să fie 

dotate cu filtre HEPA duble la exhaustarea aerului. Toată aparatura necesară procedurilor 

de laborator trebuie amplasată împreună cu un mobilier adecvat acestei activităţi. 

 

- În toate situaţiile, stocurile de virus al bolii de Newcastle trebuie păstrate în siguranţă, 

indiferent dacă sunt congelate sau liofilizate. Este recomandat ca frigiderele şi 

congelatoarele în care acestea sunt păstrate să fie special repartizate pentru aceasta , toate 

flacoanele cu virus sa fie etichetate şi menţinute evidenţe stricte şi înregistrări ale 

verificărilor efectuate, conform cu cerinţele de menţinere a calităţii. 
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- Principii de izolare biologică necesare laboratoarelor de  diagnostic: 

Măsuri de biosecuritate  Nivel de biosecuritate 

1 2 3 4 

Laborator corespunzător: 

izolare 

Nu  Da Da Da 

Laboratoare separate prin uşi Nu Da Da Da 

O fereastră sau o altă 

alternativă prezente pentru ca 

personalul să poată fi observat   

Opţional Opţional Opţional Da 

Posibilităţi de spălare a 

mâinilor pentru personal 

Da Da Da Da 

Posibilităţi de decontaminare a 

mâinilor pentru personal 

Opţional Da Da Da 

Acces restricţionat Nu Da Da Da 

Măsuri specifice de control 

pentru aerosoli 

Nu Da  

Minim 

Da 

preventiv   

Da 

preventiv 

Pictograme Biohazard pe uşi Nu Da Da Da 

Duş Nu Nu Opţional Da 

Sistem de spălare a ochilor Da Da Da Da 

Laborator: sistem de 

etanşeizare  pentru fumigare 

Nu Nu  Da Da 

Suprafeţe rezistente la apă, 

acizi, substanţe alcaline, 

solvenţi, decontaminante şi 

uşor de curăţat 

Da (mese de 

lucru) 

Da (mese de 

lucru) 

Da (mese de 

lucru, 

pardoseală)  

Da (mese de 

lucru, 

pardoseală)  

Intrare în laborator prin filtru Nu Nu Opţional Da 

Presiune negativă faţă de 

presiunea mediului 

Nu Nu Opţional Da 

Ieşirea şi intrarea aerului în şi 

din laborator trebuie să se facă 

prin filtre HEPA 

Nu Nu Da  Da 

Autoclavare Da În cladire Da (propriu) În laborator, 

cu dublă 

deschidere 

Echipament de protecţie 

 

Corespunzător  Corespunzător  Corespunzător 

(opţional 

încălţăminte 

rezistente) 

Complet 

schimbat 

Mănuşi Nu  Opţional Da Da 

Controlul eficient al vectorilor 

(de ex. rozătoare, insecte) 

Opţional  Da  Da Da 

Păstrarea în condiţii de 

securitate a agenţiolor 

biologici 

Da  Da  Da Da 

Laboratorul să posede 

echipament propriu 

Nu  Nu  Recomandat  Da  
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