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A gripe avidria na sua forma altamente patogénica é uma doenca contagiosa
e grave das aves de capoeira. E causada por um virus que pode apresentar
uma grande variacao de patogenicidade e de sinais clinicos provocados em
aves susceptiveis. A doenca tem uma distribuic@o universal e o virus pode

alojar-se em aves migratérias, em especial certas aves migratérias

aquiticas.

O artigo 199 da Directiva 90/539/CEE do Conselho, de 15 de Outubro de
1990, relativa 4s condicOGes de poiicia sanitdria que regem o comérclo
intracomunitirio e as Importagdes de aves de capoeira e de ovos para
incubagdo provenientes de paises terceiros(1), prev8 a adopgio de regras
de controlo em matéria de combate 4 gripe aviiria, antes de 1 de Julho de
1991.

As medidas propostas tém por objectivo a erradicacido e a prevencio da
propagacdo da gripe aviAria em caso de aparecimento de focos. Para tal
proceder-se-3 ao abate e destruicdo (“stamping-out”), com ou sem recurso &
vacinagdo, sendo cuidadosamente controlada a circulagdo de aves de
capoeira, produtos de aves de capoeira, veiculos e quaisquer outras
substincias susceptiveis de transmitir o virus da gripe aviadria. As
medidas devem ser aplicadas logo que se suspeite da presenca do virus da
gripe avidria, de modo a ievar a cabo uma acgdo répida e eficaz.

A fim de assegurar essas ac¢oes, a presente proposta define as obrigacdes
dos Estados-membros, que incluem:

- a organizacdo de uma pesquisa que confirme ou infirme a presenca de
gripe avidria quando se suspeite da infeccdo das aves de capoeira,

- a vigiidncia das exploragbes e proibi¢cdo da circulacio para e das
exploracdoes durante o periodo de vigiladncia, quando se suspeite de
gripe aviéaria,

- o abate e destruicdo das aves infectadas em caso de confirmacio da

gripe aviaria,

(1) JO n® L 303 de 31.10.1990, p. 6.



a realizagdo de um inquérito epizootiolédgico completo em caso de
suspeita e confirmacdo da gripe avidria,

o estabelecimento de zonas de proteccdo (3 km) e de zonas de
vigildncia (10 km) em torno das exploracoes infectadas,

a designacio de laboratérios que fornecam o necessirio apoio técnico
para a correcta aplica¢cdao das medidas de controlo da doenca,

a informacdo da Comiss3do sobre programas de vacinacao,

a preparacdo de um plano de emergéncia.
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Proposta
de
Regulamelbo “(CEE) do Conselho
de
que estabelece medidas comunitarias de luta contra

a gripe aviaria

O CONSELHO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Econébmica Europeia e,

nomeadamente, o seu artigo 43%,

Tendo em conta a proposta da Comiss3o,

Tendo em conta o parecer do Parlamento Europeu,

Tendo em conta o parecer do Comité Econbébmico e Social,

Considerando que as aves de capoeira constam da lista estabelecida no
Anexo Il do Tratado; que o comércio de aves de capoeira constitul uma

fonte de rendimentos importante para a populacdo agricola;

Considerando que é necessario estabelecer a nivel comunitario medida§ de
luta a aplicar em caso de aparecimento de um foco de gripe aviadria na
forma altamente patogénica, provocada por um virus da gripe com
caracteristicas especificas, a seguir designada gripe aviaria, a fim de
assegurar o desenvolvimento nacional do sector das aves de capoeira e

contribuir para a protec¢io da sanidade animal na Comunidade;

Considerando que um foco de gripe aviaria pode revestir-se de um caracter
epizobtico, provocando um nivel de mortalidade e de perturbacoes
susceptivel de comprometer consideraveimente a rentabilidade do conjunto

das explorac¢des avicolas;



Considerando que devem ser tomadas medidas logo que haja suspeitas da

presenca da doenca, a fim de permitir uma luta imediata e eficaz quando tal

presenca seja confirmada;

Considerando que é necessario evitar qualquer propagacdao da doenca apds o
seu aparecimento por meio de um controlo preciso da circulagcao dos animais e
da utilizacdo de produtos susceptiveis de serem contaminados e ainda, quando

adequado, por meio de um recurso a vacinag¢ao;

Considerando que o diagndéstico da doenca deve ser efectuado sob a égide de
laboratérios responsidveis, cuja coordenacio deve ser assegurada por um

laboratério de referéncia comunitario;

Considerando que as medidas comuns de controlo da gripe avidria constituem

uma base para a manutencio de um padrao uniforme de sanidade animal;

Considerando que é adequado confiar 3 Comiss3o a tarefa de tomar as medidas

de aplicag¢dao necesséirias,

ADOPTOU O PRESENTE REGULAMENTO :

Artigo 1%

1. 0 presente regulamento define as medidas comunitadrias de controlo a
aplicar em caso de aparecimento de um foco de gripe avidria nas aves de
capoeira, sem prejuizo das disposi¢cdes comunitarias que regem o comércio

Intracomunitario.

2. 0 presente regulamento nao é aplicavel em caso de detec¢cdo da gripe
aviaria noutras aves; todavia, nesse caso, os Estados-membros informarao

a Comissiao de quaisquer medidas que tomarem.
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Artigo 2°

1. Para efeitos de aplicacdo do disposto no presente regulamento, sio
aplicaveis, na medida em que tal for necessdrio, as defini¢des que
constam do artigo 2 da Directiva 90/539/CEE do Conselho relfativa as
condi¢cdes de policia sanitaria que regem o comércio intracomunitario e as
Importacoes de aves de capoeira e de ovos para incuba¢do provenientes de

paises terceiros(1),
2. Além disso, entende-se por

a) "Ave de capoeira infectada", quaiquer ave de capoeira
- na qual fol oficialmente confirmada a gripe aviaria, na acep¢do do
Anexo |, na sequéncia de um exame l|aboratorial por um laboratério

aprovado, ou

- no caso de segundo foco e focos subsequentes, em que se verificam

sinais clinicos ou lesbes pds-morte correspondentes A gripe aviaria;

b) "Ave de capoeira suspeita de estar infectada", qualquer ave de
capoeira que apresenta sinais clinicos ou lesdes pds-morte de tal modo
que seja valido suspeitar da presenca de gripe avidria, ou em que
tenha sido provada a presenca do virus A da gripe dos subtipos H5 ou
H7;

¢) "Ave de capoeira suspeita de estar contaminada", qualquer ave de
capoeira que pode ter sido exposta, directa ou indirectamente, ao

virus da gripe avidria ou ao virus A da gripe dos subtipos H5 ou H7;

d) "Autoridade competente": autoridade veterinadria designada para o
efeito pela administragc3do nacional do pals em causa, directamente
responsavel perante a administracdo nacional nas matérias abrangidas
pelo presente regulamento, devendo os seus relatérios ser apresentados
através da administracdo nacional;

o) “"Veterinadrio oficial*: o veterinidrio designado pela autoridade
competente do Estado-membro.

(1) JO n®* L 303, de 31.10.1990, p. 6.



Qualquer caso de suspeita de gripe aviaria deve ser imediatamente notificado

a4 autoridade competente.

1.

Artigo 4°

Quando numa exploracdo existam aves de capoeira suspeitas de estarem
infectadas ou contaminadas pela gripe aviaria, o veterinirio oficlal
deve, imediatamente, organizar uma investigacdo para confirmar ou
infirmar a presenca da referida doenca; deve, nomeadamente, proceder ou
mandar proceder 4s colheitas de amostras necessirias aos exames

laboratoriais.

Apds a notificacdo da suspeita, a autoridade competente mandard colocar a
exploracao sob vigildncia oficial e exigira, nomeadamente, que:

a) seja mantido um registo de todas as categorias de aves de capoeira da
exploracdo, com indica¢do, relativamente a cada categoria, do numero
de aves de capoeira que morreram, das que apresentam sinais clinicos e
das que nao apresentam qualquer sinal. Este registo deve ser mantido
actualizado e ser apresentado msediante pedido, podendo ser controlado

aquandc de cada inspec¢ao;

b) todas as aves de capoeira da exploracdo sejam mantidas nos seus locais
de alojamento ou em qualquer outro local onde possam estar isoladas e

sem contacto com outras aves;
c) nenhuma ave de capoeira entre ou saia da exploracio;
d) qualquer movimento

~ de pessoas, de outros animais e de veiculos em proveniéncia ou com

destino a exploracdo,
- de carne ou de carcag¢as de aves de capoeira, alimentos para animais,
material, detritos, camas ou tudo o que seja susceptivel de

transmitir o virus da gripe aviaria da exploragio,

seja proibido, salvo em caso de autorizacdo emitida pelo veterinario

oficilal;
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e) ndo seja autorizada a salda de ovos da exploracdo, excepto os ovos
para consumo que tenham sido desinfectados em conformidade com as
exig8ncias do veterinario oficial;

f) sejam utilizados meios adequados de desinfec¢cdo nas entradas e saldas
das instalacoes de alojamento das aves de capoeira, bem como nas da

prépria exploragao;

g) seja realizado um inquérito epizootiolégico em conformidade com o
artigo 7°%.

. Na pendéncia da execucao das medidas oficiais estabelecidas no n® 2, o
proprietario ou o criador de qualquer ave de capoeira suspelita de estar
doente deve tomar todas as medidas adequadas para dar cumprimento ao

n® 2, em especial, as alineas b), ¢), d) e e).

. A autoridade competente pode aplicar qualquer das medidas previstas no
n® 2 a outras exploracdoes caso. a sua implantacdo, a configuracdo do
local ou os contactos com a exploracao em que a doenca é suspeltada

permitam suspeitar de uma eventual contaminacao.

5. As medidas referidas nos n®s 2, 3 e 4 sb serao levantadas quando a

suspeita da gripe aviAria for infirmada pela autoridade competente.
Artigo 5°

Logo que a presenca da gripe aviaria for oficialmente confirmada numa
exploracdo, a autoridade competente exigira, em complemento das medidas

enumeradas no n® 2 do artigo 4%, a execucao das seguintes medidas:

a) 0 abate imediato, no local, de todas as aves de capoeira presentes na
exploracdao. As aves de capoeira que tenham morrido ou sido abatidas,
bem como todos os ovos, devem ser destruidos. Estas operacdes devem

ser efectuadas de modo a minimizar o risco de propagacdo da doenga;



b)

c)

d)

e)

f)

g)

A destruicdo ou o tratamento de todas as substAncias ou detritos, tais
como alimentos para animais, camas e chorumes, susceptiveis de estarem
contaminados; este tratamento, efectuado em conformidade com as
instrugbes do veterinario oficial, deve assegurar a destruicio de

gualquer virus da gripe aviaria presente;

A pesquisa, na medida do possivel, e a destruicdo da carne das aves de
capoeira abatidas durante o periodo provdvel de incubacdo da doenca;

A pesquisa e a destruicdo dos ovos para incuba¢do produzidos durante
o periodo provavel de incubacdao da doenca e que tenham saldo da
exploracao; todavia, as aves de capoeira provenientes desses ovos
devem ser colocadas sob vigildncia oficial; os ovos de mesa produzidos
durante o periodo provavel de incubac3aoc e retirados da exploracgido

devem ser alvo, sempre que possivel, de pesquisa e destruicao;

Apds a realizacdo das operagbes enunciadas na allnea a), e em
conformidade com o disposto no artigo 11*, a limpeza e desinfec¢ao
das instalacbes de alojamento das aves de capoeira e dos locais
adjacentes, dos velculos de transporte e de qualquer material

susceptivel de estar contaminado;

A observincia, apbs a realizacdo das opera¢cdes previstas na allinea e),
de um vazio sanitario de, pelo menos, 21 dias antes da reintroducao de

aves de capoeira na exploracio;

A realizacdo de um inquérito epizootiolégico em conformidade com o

artigo 7°.

. A autoridade competente pode aplicar as medidas previstas no n® 1 a

outras exploracdes caso a sua implantacd3o, a configuracdo do local ou os

contactos com a exploracdo em que a doenca fol confirmada permitam

suspeitar de uma eventual contaminacio.
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Artigo 6%

. No caso de uma exploracao com dois ou mais bandos distintos, a autoridade

competente pode prever derroga¢des das exigéncias do n® 1, alinea a),
do artigo 5%, no que respeita aos bandos sauddveis de uma exploracido
infectada, desde que o veterinario oficial tenha confirmado que as
operacdes al efectuadas s3o tais que os bandos estdao completamente
separados no que diz respeito ao alojamento, ao tratamento e &
alimentag3o, de tal modo que o virus n3o pode propagar-se de um bando
para outro.

. A Comissdo estabelecerad, de acordo com o processo definido no

artigo 21®, os critérios a aplicar para a concessao de uma derrogacio
tal como referido no n® 1.

Artigo 7°%

inquérito epizootioldgico abrangera:

a duracdo do perlodo durante o qual a gripe aviaria pode ter existido

na exploracio;

- a origem possivel da gripe avidria na exploracdao e a determinacao das
outras exploracdes em que se encontram aves de capoeira que possam ter
sido infectadas ou contaminadas a partir dessa mesma origem;

- a circulacdo de pessoas, aves de capoeira ou outros animais,

veiculos, ovos, carne e carcag¢as e qualquer material ou substéncia

susceptiveis de terem transportado o virus da gripe aviaria a partir

de ou em direccdo a explora¢ao em causa.

. A fim de garantir a coordenacao completa de todas as medidas necessarias

para assegurar, no mais breve prazo, a erradicacdo da gripe aviaria e
para efeitos de realizagdio do inquérito epizootiolbégico, seré
estabelecida uma célula de crise.



As regras gerais relativas s células de crise nacionais e comunitarias
sio as fixadas no Regulamento (CEE) n* ... do Conselho(1),

Artigo 8°

1. Quando o veterinario oficial dispuser de razdes para suspeitar de que, em
qualquer exploracdo, existem aves de capoeira que possam ter sido
contaminadas devido 4 circulagdo de pessoas, animais ou velculos ou
qualquer outro meio, essa exploracdo serd colocada sob controlo oficial
em conformidade com o n® 2.

2. O controlo oficial tem como objectivo detectar imediatamente qualquer
suspeita de gripe aviaria, proceder ao recenseamento e ao controlo da
circulacdo de aves de capoeira, bem como, se for caso disso, executar a

accdo prevista no n® 3.

3. Quando uma exploracdo tiver sido submetida ao controlo oficial nos termos
do disposto no n® 2, a autoridade competente proibird a saida das aves
de capoeira da explorag¢do, excepto gquando se tratar do transporte directo
para o matadouro sob vigillncia oficial com vista ao seu abate imediato.
Previamente & concessdo da autorizacdo supracitada, o veterinario oficial
deve ter efectuado um exame clinico de todas as aves de capoeira a fim de
infirmar a presenca de gripe avidria na exploracdo. As restricoes a
circulacdo atras referidas ser3do aplicdveis durante um periodo de
21 dias a partir da ultima data de contaminag¢3o potencial; no entanto,
essas restri¢cdes serdo apliciveis durante um periodo de pelo menos
7 dias.

4. Quando considerar que as condi¢cdes o permitem, a autoridade competente
pode I|imitar as medidas previstas no presente artigo a uma parte da
exploracdo e as aves de capoeira que al se encontram, desde que essas
aves de capoeira tenham sido alojadas,tratadas e alimentadas de modo

totalmente separado e por um pessoal distinto.

(1) JO n®



Artigo 9°

. Logo que o diagnéstico da gripe avidria for oficialmente confirmado, a

autoridade competente delimitard, em redor da exploracao infectada, uma

zona infectada que inclui uma zona de proteccdo de um raio minimo de 3 km

e uma zona de vigilancia de um raio minimo de 10 km. A delimitac3o dessas

zonas deve ter em conta as barreiras naturais e a epidemiologia do foco.

. As medidas aplicadas na zona de protecc¢i3o incluirdo :

a)

b)

c)

d)

e)

f)

A identificac3do de todas as exploracdes da zona onde existam aves de
capoeira;

Visitas peribdicas a todas as exploragSes onde existam aves de
capoeira, exame clinico dessas aves, incluindo, se for caso disso, a
colheita de amostras para exames laboratoriais; deve ser mantido um
registo das visitas e dos seus resultados;

A manutencd3o de todas as aves de capoeira nos seus locais de
alojamento ou em qualquer outro local que permita o seu isolamento;

A utilizacdo de meios de desinfeccdo adequados nas entradas e saidas

das explioracoes;

O controlo dos movimentos de pessoas que manipulam as aves de
capoeira, os seus respectivos ovos e carcag¢as, bem como os veliculos
que transportam as aves de capoeira, carcagas e Oovos na zona; de um
modo geral, é proibido o transporte de aves de capoeira, excepto em
caso de trdnsito nos eixos rodovidrios ou ferroviarios;

A proibicdo de saida das aves de capoeira da exploracdo onde se
encontram, bem como dos ovos para incubacdo, excepto se a autoridade

competente tiver autorizado o transporte:
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i) das aves de capoeira, com vista ao seu abate imediato, para um
matadouro situado de preferéncia na zona infectada ou, em caso de
impossibilidade, para um matadouro designado pela autoridade
situado fora da zona infectada.

A carne dessas aves de capoeira deve ostentar a marca especial de
salubridade prevista no ng 1 do artigo 6® do Regulamento (CEE)
n® .../... do Conselho relativo as condi¢coes de policia
sanitdria que regulam o <comércio intracomunitario e as
importacdes de carnes frescas de aves de capoeira e de aves de

caga de criacao provenientes de paises terceiros(1);

ii) dos pintos do dia ou das galinhas prontas para a postura para uma
exploracdo, situada na zona infectada, onde n3do existam quaisquer
outras aves de capoeira. Essa exploracdo deve ser colocada sob o

controlo oficial previsto no n* 2 do artigo 8:(2);

lii) dos ovos para incubacdo para um centro de incubag¢do situado na
zona infectada ou para um centro fora da zona e designado pela
autoridade competente; antes da partida, os ovos e as suas
embalagens devem ser desinfectados;

Os movimentos previstos nas subalineas i), ii) e iii) devem ser
objecto de transportes directos, sob controlo oficial. Esses
movimentos s6 podem ser autorizados apdés uma inspeccdao sanitéria
da exploracdao pelo veterinario oficial. Os meios de transporte
utilizados devem ser |impos e desinfectados antes e apds a sua

utilizacdo;

g) A prolbic3do de transportar ou de espaihar, sem autorizacido, os

estrumes e chorumes de aves de capoeira;

h) A proibicido de feiras, mercados, exposicoes e outras situa¢ds que
originem uma concentracdo de aves de capoeira ou de outras aves.

As medidas aplicadas na zona de proteccdo serdo mantidas durante pelo
menos 21 dias apds a execucdo das operacoes preliminares de |impeza e de
desinfeccdo na exploragdao, nos termos do artigo 11*, A zona de

proteccdo farid entdo parte da zona de vigllancia.

(1)
(2)

COM(89)507 final.
JOo n® L
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a)

b)

c)

d)

e)

f)

9)
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medidas aplicadas na zona de vigilincia incluirdo

A ldentificacdo de todas as exploracoes da zona onde existam aves de

capoeira;

0 controlo da circulacao de aves de capoeira e de ovos para incubacdo
na zona;

A proibic3o da salda de aves de capoeira da zona durante os primeiros
15 dias, excepto para envio directo a um matadouro situado fora da
zona de vigilancia e designado pela autoridade competente. Essa carne
deve ostentar a marca especial de salubridade prevista no artigo 6g do
Regulamento CEE n® .../... do Conselho relativo as condi¢des de
policia sanitaria que regulam o comércio Iintracomunitario e as
impor ta¢des de carnes frescas de aves de capoeira e de aves de caca de

criacdo provenientes de paises terceiros;

A proibicdo de saida dos ovos para incubagdo da zona de vigilincia
excepto para instalagdes deslgnadas pela autoridade competente. Antes

da partida, os ovos e as suas embalagens devem ser desinfectados;

A proibicdao de saida de chorumes e estrumes de aves de capoeira da

Zona;

A proibicdo de feiras, mercados, exposi¢does e outras situacdes que

originem a concentracao de aves de capoeira ou de outras aves;
Sem prejulizo do disposto nas alineas b) e c¢), a proibi¢do do
transporte das aves de capoeira na zona, com exclusdo do transito

pelos grandes eixos rodoviarios ou ferroviarios.

medidas aplicadas na zona de vigilincia serao mantidas durante pelo

menos 30 dias apés a execucdo das operacdes preliminares de |impeza e

desinfec¢do na exploracido infectada, nos termos do artigo 112,
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Artigo 10°%

. A autoridade competente fixara as modalidades que lhe permitam determinar

o movimento dos ovos e das aves de capoeira.

. O proprietario ou o responsivel pelas aves de capoeira deve apresentar &

autor idade competente, a pedido desta tiltima, as informacdes relativas as
aves de capoeira e aos ovos que entram ou saiem da sua exploraciao.

. Qualquer pessoa que proceda ao transporte ou ao comércio de aves de

capoeira e de ovos deve poder apresentar 3 autoridade competente as
informacdoes relativas aos movimentos das aves de capoeira e dos ovos que
transportou ou comercializou e fornecer todos os pormenores relativos a

essas informacdes.

Artigo 11*

. Os desinfectantes a utilizar bem como as suas concentracdoes devem ser

aprovados pela autoridade competente.

As operacdes de |impeza e desinfeccdo devem ser efectuadas sob vigilancia
oficial, em conformidade com instrucoes do veterinario oficial.

Artigo 12°

As colheitas de amostras e os exames |aboratoriais destinados a detectar a

presenca do virus da gripe avidria devem ser efectuados em conformidade com

o Anexo |.

1.

Cada Estado-membro designara:

a) Um ou mais laboratérios nacionais em que ser3o mantidos equipamentos e
pessoal especializado a fim de permitir proceder 3 avaltacdo da
patogenicidade dos isolados do virus da gripe aviaria (Captitulo 7 do
Anexo 1) e & identificagdo dos virus A da gripe dos subtipos H5 ou H7;



- 13 -

b) Um ou mals laboratérios nacionais encarregados de controlar os
reagentes utilizados pelos laboratérios regionais;

c) Um ou mais institutos ou laboratdrios nacionais em que poderdo ser-
testadas as vacinas autorizadas, para verificar a sua conformidade com

as especificacoes fixadas na autorizacdo de colocacdo no mercado.

2. Os laboratérios nacionais mencionados no Anexo || ser3o responsaveis pela
coordenagdo das normas e métodos de diagnéstico, da utilizacdo de
reagentes e controlo das vacinas.

3. Os laboratérios nacionais para a gripe aviaria referidos no n® 2 serio
responsdveis pela coordenacdo dos padrdes e dos métodos de diagndstico
estabelecidos em cada laboratério de diagndstico da gripe avidria no

Estado-membro. Para o efeito :

a) Podem fornecer reagentes de diagnéstico aos laboratérios regionais;

b) Devem controlar a qualidade de todos os reagentes de diagnéstico
utilizados nesse Estado-membro;

c) Devem organizar periodicamente testes comparativos;

d) Devem manter isolados do virus da gripe aviaria a partir de casos
confirmados nesse Estado-membro;

e) Devem assegurar a confirmaciao dos resultados positivos obtidos nos
laboratérios de diagndstico regionais.

4. Os laboratérios nacionais mencionados no Anexo || assegurar3do a ligagido

com o laboratério de referéncia comunitario previsto no artigo 14%.
Artigo 14°

O laboratdrio de referéncia comunitario para a gripe aviaria é indicado no
Anexo Ill. Os poderes e obrigacbes do laboratério serdo estabeliecidos, na
medida em que n3o estejam jA& abrangidos pelo artigo 28* da Decisio
90/424/CEE do Conselho(1) relativa a determinadas despesas no dominio
veterinario, de acordo com o processo previsto no artigo 21%,

(1) JO n® L 224 de 18.08.1990, p. 19.



1.

- 14 -
Artigo 15°%
A vacinacdo contra a gripe aviaria por meio de vacinas autorizadas pela

autoridade competente pode ser praticada apenas em complemento das
medidas de controlo tomadas aquando do aparecimento da doenca.

. A decisdo de Iintroduzir a vacinacado em complemento das medidas de

controlo sera tomada pela Comissao, em colaboracao com o Estado-membro em
causa, em conformidade com o processo previsto no artigo 21*. Esta
decisdo deve atender, em especial:

a concentracdao de aves de capoeira na zona afectada,

- 4as caracteristicas e composi¢do da vacina a utilizar,

- aos processos de controlo da distribui¢cdo, armazenagem e utilizacao
das vacinas,

- 4s espécies e categorias de aves de capoeira a submeter A vacinacio,

- 4s 4reas em que a vacinacao sera levada a cabo.

. Quando, em conformidade com o disposto no artigo 2%, um Estado-membro

3

seja autorizado a recorrer a vacinagcdo de emergéncia numa parte |imitada
do seu territério, o estatuto do restante territério nio serd afectado
desde que as medidas de imobilizagdo dos animais vacinados sejam
aplicadas durante um periodo de 3 meses apds o fim das operacdes de

vacinagdo.

Artigo 16%

. Quando, numa regido determinada, uma epizootia da gripe aviaria

apresentar um caracter excepcionalmente grave e uma tendéncia para a
propagacdo, o Estado-membro em causa

- declarari "zona com elevado risco sanitidrio” uma zona territoriaimente
delimitada que compreenda, pelo menos, todas as zonas de proteccao e
de vigilancia dessa area,
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- tornard as medidas estabelecidas no n® 3 do artigo 9* extensivas &
"zona com elevado risco sanitario",

- proibird a salda de qualquer ave de capoeira viva e dos ovos para
incubacdo da "zona com elevado risco sanitario”,

- informard a Comiss3do e os outros Estados-membros, no &mbito do Comité
Veter inario Permanente, acerca da situaciao da doenca e das medidas de
luta ap!icadas. '

. Os limites da "zona com elevado risco sanitario” podem ser revistos com a
supressdo progressiva das zonas de vigilancia. As medidas estabelecidas
no n® 1 ser3aoc levantadas apdés a eliminac3ao da ultima zona de
vigilancia.

Em caso de persisténcia de uma situac3ao excepcionaimente séria, as
medidas a tomar pelo Estado-membro em causa, nomeadamente a determinagio
da "zona com elevado risco sanitario" e o recurso as disposi¢cles do
artigo 172, devem ser decididas de acordo com o processo definido no

artigo 21,
Artigo 17°

. Cada Estado-membro elaborarid um plano de emergéncia, especificando as
medidas nacionais a executar em caso de aparecimento de um foco de gripe

aviaria.

Este plano deve permitir o acesso a instalacOes, equipamento, pessoal e
outros meios adequados necessarios para uma erradicacio réapida e
eficiente do foco. Deve ainda fornecer uma indicac3ao precisa das
exigéncias relativas 4 vacina que cada Estado-membro em causa considerar
necessarias em caso de vacinacdo de emergéncia.
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2. Os critérios a aplicar na elaboragdo do plano de emerg8ncia serdo os
estabelecidos na Decisdo 91/42/CEE da Comissdo(1), de 8 de Janeiro de
1991, que define os critérios a utilizar para a elaborac3do dos planos de
alerta de luta contra a febre aftosa, em aplicacado do disposto no
artigo 5° da Directiva 90/423/CEE do Conselho(2), que ser3o aplicaveis

mutatis mutandis.

A Comissao pode, de acordo com o processo definido no artigo 21,
alterar ou compietar esses critérios, atendendo & natureza especifica da
gripe aviaria.

3. Os planos elaborados em conformidade com os critérios previstos no n® 2
serdao submetidos & apreciaciao da Comiss3do, o mais tardar, 12 meses apds a
entrada em vigor do presente regulamento.

4. A Comissdo examinard os planos a fim de determinar se os mesmos permitem
atingir o objectivo desejado e sugerird aos Estados-membros em causa
quaisquer alteracdes necessdrias, nomeadamente para garantir a sua

compatibilidade com os planos dos outros Estados-membros.

A Comissdo aprovard os planos, se necessario alterados, de acordo com o

processo definido no artigo 212,

Os planos podem, posteriormente, ser alterados ou completados, de acordo

com o mesmo processo, a fim de ter em conta a evolucdo da situacao.

Artigo 18°

Peritos veterindrios da Comiss3dao podem, em colabora¢iao com as autoridades
competentes do Estado-membro em causa e na medida em que tal for necesséario
para garantir a aplica¢io uniforme do presente regulamento, efectuar
inspec¢des no local; a Comiss3ao informard os Estados-membros dos resultados
da investigaciao.

(1) JOn* L 23 de 29.01.1991, p. 29.
(2) JO n* L 224 de 18.08.1990, p. 13.
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O Estado-membro em cujo territério for efectuada uma inspec¢cio prestara aos
peritos veterinarios da Comiss3o toda a assisténcia necessdria para o

cumpr imento da sua miss@o.

As regras gerais de execucdo do presente artigo serdo adoptadas de acordo

com o processo definido no artigo 23%.
Artigo 19°

As modalidades da participacao financeira da Comunidade nas accdes
decorrentes do presente regulamento s3o fixadas na Decisdo 90/424/CEE do
Conselho relativa a determinadas despesas no dominio veterinario(1).

Artigo 20°

Os anexos do presente regulamento podem ser alterados pela Comiss3ao, de
acordo com o processo definido no artigo 23%, nomeadamente a fim de ter em

conta a evolucdo nos processos de diagndstico.
Artigo 21°

1. A Comissdo é assistida pelo Comité Veterindrio Permanente, a seguir
designado por "Comité", instituldo pela Decis3do 68/361/CEE(2),

2. Nos casos em que é feita refer8ncia ao processo definido no presente

artigo, s3o aplicaveis as regras seguintes.

0 representante da Comissdo submete & apreciacdo do Comité um projecto
das medidas a tomar. O Comité emite o seu parecer sobre esse projecto num
prazo que o presidente pode fixar em funcdo da urgéncia da questio em

causa, se necessario procedendo a uma votacao.

Esse parecer deve ser exarado em acta; além disso, cada Estado-membro tem

o direito de solicitar que a sua posi¢cao conste da acta.

(1) JO n® L 224 de 18.08.1990, p. 19.
(2) JO n®* L 255 de 18.10.1968, p. 23.
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A Comiss3ao tomari na melhor conta o parecer emitido pelo Comité. O Comité
serd por ela informado do modo como tomou em consideracdo o seu parecer.

Artigo 22°

O presente regulamento entra em vigor em 1 de Julho de 1991.

O presente regulamento é obrigatério em todos os seus elementos e
directamente aplicidve! em todos os Estados-membros.

Feito em Bruxelias, em Pelo Conseliho
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ANEXO |

PROCESSOS DE DIAGNOSTICO PARA CONFIRMACAQ E
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DA GRIPE AVIARIA

Os processos a seguir indicados de isolamento e caracterizacido dos
virus da gripe avidria devem ser considerados como directrizes e os

processos minimos a serem aplicados no diagndéstico da doenca.

Para efeitos dos processos de diagndéstico para confirmagio e do
diagndstico diferencial da gripe aviaria, s3o aplicadas as seguintes

definic¢des. '

A “"gripe aviaria" é uma infeccdo das aves de capoeira provocada por
qualquer virus A da gripe com um indice de patogenicidade Intravenosa
em frangos com seis semanas superior a 1,2 ou qualquer infec¢cdao com
virus A da gripe dos subtipos H5 ou H7 em relag3o aos quais a
sequéncia de nuclebtidos demonstrou a presenca de maltiplos
aminodcidos basicos no local de clivagem da hemaglutinina.

CAPITULO |: Amostragem e tratamento das amostras
Amostras

laragatoa de cloaca (ou fezes) e zaragatoa de traqueia de aves
doentes; fezes ou conteldo Iintestinal, tecido cerebral, traqueia,
puimdes, figado, baco e outros oOrgaos visivelmente afectados

provenientes de aves mortas recentemente.

Iratamento das amostras

Os 6rgdos e tecidos atrds enumerados podem ser tratados em conjunto;
todavia, é essencial o tratamento separado das substAncias fecais. As
zaragatoas devem ser colocadas num meio antibidtico suficiente para
assegurar a sua imers3o completa. As amostras de fezes e os orgaos
devem ser homogeneizados (num misturador fechado ou utilizando um
almofariz e pildao e areia estéril) num meio antibibético, sendo feitas
suspensdes no meio a 10-20X% m/v. As suspensdes devem ser mantidas
durante cerca de duas horas a temperatura ambiente (ou periodos mais
longos a 4°C) e seguidamente clarificadas por centrifugacdo (e.g. 800
a 1000 rotacdes durante 10 minutos).
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3. Meio antibiotico

Muitos laboratérios tém utillizado, com 8xito, varias formulagdes de
meios antibidticos e os laboratérios nacionais poderdo proporcionar
pareceres para um pais em especial. No que respeita s amostras de
fezes, s3o necessarias concentracdes elevadas de antibidticos, sendo a
mistura tipica de : 10 000 unidades/ml de penicilina, 10 mg/m! de
estreptomicina, 0,25 mg/ml de gentamicina e 5 000 unidades/mi de
micostatina numa solugcdo salina tamponada com fosfato. Estes niveis
podem ser reduzidos até cinco vezes no caso dos tecidos e das
zaragatoas de traqueia. Para o controlo das Chlamydia podem ser
adicionados 50 mg/ml de oxitetraciclina. E imperativo, aquando da
preparacdo do meio, que o pH seja verificado apés a adi¢do dos
antibiéticos e reajustado ao pH 7,0 - 7,4.

CAP[TULO 2: Isolamento do virus

lsolamento do virus em ovos de galinha embrionados

0 llquido sobrenadante clarificado deve ser inoculado em quantidades de 0, 1-
0,2 mi na cavidade alantdide de cada um dos, pelo menos, quatro ovos de
galinhas embrionados, incubados durante 8-10 dias. De preferéncia, estes
ovos devem ser provenientes de um bando indemne de um organismo patogénico
especlifico; em caso de impossibilidade, podem utilizar-se ovos provenientes
de um bando sem anticorpos do virus da gripe aviaria. Os ovos inoculados
devem ser mantidos a uma temperatura de 37°C e transiluminados diariamente.
Os ovos com embrides mortos ou em vias de morrer, 3 medida que forem
detectados, bem como todos os ovos restantes seis dias apés a inoculacao,
doevem ser arrefecidos a uma temperatura de 4°C, sendo testados os |iquidos
alantbéico-amnidtico em relacdo & actividade de hemaglutinacdo. Caso nio seja
detectada a hemaglutinacdo, o processo descrito supra é repetido utilizando
como indculo os liquidos alantéico-amnidtico por diluir.

Quando for detectada a hemagiutinacdo, a presenca de bactérias deve ser
excluida por meio de cultura. Caso seja detectada a presenca de bactérias,
os liquidos devem ser passados por um filtro de membrana de 450 nm e apds a
adi¢cio de mais antibibticos devem ser inoculados em ovos embrionados, tal

como descrito supra.
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CAPITULO 3: Diagndstico diferencial
Riferenciacdo preliminar

Atendendo A import&ncia de Iintroduzir, o mais rapidamente possivel,
medidas de controlo destinadas a limitar a propagac3do do virus, cada
laboratério regional deve poder identificar, para além do virus da
doenga de Newcastle, qualquer virus hemagiutinante isolado com sendo um
virus da gripe dos subtipos H5 ou H7. Os liquidos hemaglutinantes
devem, pois, ser utilizados num teste de inibi¢cdo da hemaglutinacio,
tal como descrito nos Capitulos 5§ e 6. Uma inibicao positiva, i.e. de
24 ou mals, com o anti-soro policlonal especifico dos subtipos HS5 ou
H7 do virus A da gripe e de titulo conhecido como sendo, pelo menos, de
29. deveria servir de identificacdo preliminar e permitir, assim, a

imposi¢cdo de medidas de controlo provisérias.
ldentificacdo confirmatéria

Uma vez que existem 13 subtipos de hemagiutininas e 9 subtipos de
neuraminidase de virus da gripe e que podem registar-se em cada um
destes variagcdes, n3do & viavel nem rentidvel que cada laboratério
nacional mantenha anti-soros que permitam a plena caracterizacao
antigénica dos isolados da gripe. No entanto, cada laboratdério nacional

deve:

1) Confirmar que o isolado é um virus A da gripe, uitlizando o teste
da dupla difusdo imunoldégica para detectar o grupo de antigénio,
tal como descrito no Captiulo 9 do presente Anexo (se o
laboratério nacional assim o preferir, podem ser utilizadas as
técnicas da imunoflorescéncia e Elisa para detectar o grupo dos

antigénios);

ii) Determinar se o isolado é ou n3ao do subtipo H5 ou H7;
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111) Realizar o teste do Indice da patogenicidade intravenosa em
frangos com 6 semanas, como descrito no Capitulo 7 do presente
Anexo. Os indices de patogenicidade intravenosa superiores a 1,2
indicam a presenga do virus, exigindo a aplicagcdo completa das
medidas de controlo (seria uUtil que os laboratérios naclonais
efectuassem iguaimente testes para determinar a capacidade de o
isolado produzir placas em culturas de células como especificado
no capltuio 8).

Os laboratérios nacionais devem enviar imediatamente todos os
isolados de gripe avidria e dos subtipos H5 e H7 ao laboratdrio
comunitario de referéncia, com vista & sua caracterizacio
completa.

: " ~ e isol

O laboratério de referéncia comunitario deve receber dos laboratédrios
nacionais todos os virus hemaglutinantes, com vista A& realizacdo de
outros estudos antigénicos e gendticos que permitam uma melhor
compreensido da epizootiologia da(s) doenca(s) na Comunidade Europeia,
respeitando assim as funcdes e os deveres do laboratério de referéncia.

Para além destes deveres, o laboratério de referéncia comunitario deve
proceder & defini¢do completa dos tipos antigénicos de todos os virus
de gripe recebidos. Em relacdo aos virus H5 e H7, que nd3ao apresentam
indices de patogenicidade intravenosa superiores a 1,2, deve-se
igualmente determinar a sequéncia de nucliedtidos do gene de
hemaglutinina, a fim de estabelecer se existem ou ndo miltiplos
aminoacidos basicos no ponto de clivagem da proteina de hemaglutinina.
Os virus que té&m miltiplos aminodcidos basicos no ponto de clivagem,
apesar de apresentarem indices baixos de patogenicidade, exigem a
aplicacdo completa das medidas de controlo da gripe aviaria.
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CAPITULO 4: Testes soroldgicos para os anticorpos do virus da gripe
Ari

Durante os programas de erradicac¢do, quando ja seja conhecido o subtipo
H do virus responsavel, ou utilizando o virus homélogo como antigénio,
pode proceder-se & vigildncia seroldgica relativamente a indicios de
infec¢cdo, através de testes de inibi¢cdo da hemaglutinacdo, como
descrito nos Captiuios § e 6.

Se for desconhecido o subilpo de hemaglutinina, podem ser obtidos
sinais de infeccdo com os virus A da gripe através da deteccio de
anticorpos em relacdo ao grupo de antigénios especificos. Para tal,
podem ser utilizados tanto um teste de dupla difusao Imunolidgica
(descrito no Capitulo 9 do presente Anexo), como um teste Elisa (neste
caso, h4 o problema da especificidade do hospedeiro do teste, uma vez
que a mesma é dependente da detecc3ao das Iimunogiobulinas do
hospedeiro). As aves aquaticas raramente dao resultados positivos nos
testes de dupla difusdo imunoldgica e, a n3o ser que o subtipo seja
conhecido, sb& é provavelmente viivel examinar essas aves relativamente

3 presenca de anticorpos para os subtipos H5 e H7.

a) Amostras

Devem ser colhidas amostras de sangue de todas as aves se a dimensao do
bando for inferior a 20, ou de 20 aves no caso de bandos maiores (tal
da origem a uma probabilidade superior a 99% de detec¢cdo de pelo menos
um soro positivo se 25% ou mais do bando for positivo,
independentemente da dimens3do do bando). Deve deixar-se o sangue

coagular, utilizando-se o soro na realizacdo do teste.

b) Exame dos anticorpos

As amostras Iindividuais de soro devem ser testadas em relacao & sua
capacidade de inibirem o antigénio hemaglutinante do virus da gripe
avidria em testes-padr3o de inibi¢do da hemaglutinacio, como definido

no Caplitulo 6.
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Existe alguma polémica sobre se devem ser utilizadas 4 ou 8 unidades de
hemeglutinina nos testes de inibicao da hemaglutinacdo. Aparente-
mente, ambas as doses s3o validas e caberia aos laboratdérios nacionais
a escolha dessa dose. Todavia, o antigénio utilizado afecta o nivel em
que um soro é considerado positivo: para 4 unidades de hemagiutinina,
um soro positivo apresenta um titulo maior ou igual a 24; para 8
unidades de hemagliutinina, um soro positivo apresenta um tituio maior

ou igual a 23.

CAPITULO 5: teste de. | lut inacs

Reagentes
1. Solucdo isotdénica salina tamponada com fosfato (0,05M) a pH 7,0-7,4.
2. Colher hemacias de pelo menos trés frangos sem organismos patogénicos

especificos (se tal n3o for possivel, pode colher-se sangue de aves
controladas regularmente e que se tenham apresentado isentas de anti-
corpos do virus da gripe aviaria) e mistura-las num volume igual de
solucdo de Alsever. As células devem ser lavadas tr8s vezes na solucdo
isoténica salina tamponada com fosfato antes da sua utiliza¢do. Para o

teste, recomenda-se uma suspensdoc a 1% (células empacotadas v/v).

3. O laboratério de refer8ncia comunitidrio fornecerd ou recomendara os
virus H5 ou H7, de reduzida viruléncia, para utilizacao como

antigénios-padrao.

Técnica

1. Colocar 0,025 ml de solucdo isotbébnica salina tamponada com fosfato em
cada cavidade de uma placa de microtitulacao de plastico (devem ser

utilizadas cavidades com fundos em "V").

2. Colocar 0,025 ml de suspensao de virus (i.e. liquido alantdico) na

primeira cavidade.

3. Utilizar um diluente de microtitulacao para proceder as dilucdes du-
plas (1:2 a 1:4096) do virus de cavidade em cavidade ao longo da placa.

4, Colocar mais 0,25 ml de solucdo isotdnica salina tamponada com fosfato

em cada cavidade.

5. Juntar 0,025ml de hemacias a 1% em cada cavidade.



6. Misturar agitando ligeiramente e colocar a 4°C.

7. Ler as placas 30-40 minutos depois, quando as testemunhas tiverem
sedimentado. A leitura é feita através da inclinag3ao da placa,.
observando a presenca ou a auséncia de um fluxo, em forma de l&grima,
das hem&cias. As cavidades sem hemaglutina¢do devem fluir & mesma
velocidade que as células testemunha sem virus.

8. O titulio de hemaglutinacdo é a dilui¢do mais elevada que provoca a
aglutinacdo de hemicias. Essa diluic3do pode ser considerada como
contendo uma unidade de hemagliutinacdo. Um método mais exacto de
determinacdo do tlitulo de hemaglutinagcdo consiste na realizagio de
testes de hemaglutinacdo em virus provenientes de uma série de
diluicdes iniciais mais préximas, i.e 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, etc. Este
método & recomendado para a prepara¢ao exacta do antigénio destinado
aos testes de inibi¢cio da hemagiutinacdo (Capitulo 6).

CAP[TULO 6: teste de inibicdo da hemaglutinacdo

Reagentes

1. Solucdo isotébnica salina tamponada com fosfato.

2. Liquido alantbdico que contenha virus, diluido na solucdo isoténica
salina tamponada com fosfato para conter 4 ou 8 unidades de
hemagliutina¢do por 0,025 ml.

3. Hemicias de frango a 1%.

4. Soro-testemunha de frango, negativo.

5. Soro-testemunha positivo.

Iécnica

1. Colocar 0,025 ml de solugdo isotdénica salina tamponada com fosfato em
todas as cavidades de uma placa de microtitulacdo de plastico (com
cavidades com fundos em "V").

2. Colocar 0,025 mi de soro na primeira cavidade da placa.

~75-



10.

~26 -

Utilizar um diluente de microtitulacdo para fazer dilui¢des duplas de

soro de cavidade em cavidade ao longo da placa.

Juntar 0,025 ml de I|iquido alantdico diluido que contenha 4 ou 8

unidades de hemagiutinacdo.

Misturar agitando ligeiramente e colocar a placa a 4° C durante pelo
menos 60 minutos ou & temperatura ambiente durante pelo menos 30

minutos.
Juntar 0,025 m! de hemacias a 1% a todas as cavidades.
Misturar agitando ligeiramente e colocar a 4°C.

Ler as placas 30-40 minutos depois, quando a testemunha de hemicias
tiver sedimentado. A leitura é feita através da inclinacd3o da placa,
observando a presenga ou a auséncia de um fluxo, em forma de lagrima,
das hemiceas. As cavidades sem hemaglutinacao devem fiuir 3 mesma
velocidade que as células testemunha que cont8m apenas hemicias (0,025
ml) e solugdo isotdénica salina tamponada com fosfato (0,05 ml).

O titulo da inibi¢cdo da hemaglutinacdo & a diluicdo mais elevada de
anti-soro que provoca a inibicaoc completa de 4 ou 8 unidades de virus
(Deveria ser incluida em cada teste uma titula¢3ao da hemaglutinacio

para confirmar a presenca da unidade de hemaglutacao exigida).

A validade dos resultados depende da obtencdo de um titulo inferior a
23 para 4 unidades de hemaglutinagio ou 22 para 8 unidades de
hemaglutina¢cdo com o soro-testemunha negativo e de um titulo conhecido
que n3o exceda o do soro-testemunha positivo.

PITULO 7: Indice de pat lcidade |

Difuir a 10~ numa solucdo isotdnica salina estéril liquido alantdico
infeccioso colhido recentemente, de prefer8ncia do isolamento inicial

sem qualquer seleccao.

Injectar intravenosamente 0,1 m! de virus diluido em cada um dos
frangos com 10 semanas (devem ser usadas aves indemnes do patogénio

especlfico).

As aves sao examinadas com intervalos de 24 horas, durante 10 dias.
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Em cada observagdo, cada ave é considerada normal (0), doente (1),

muito doente (2) ou morta (3).

Neste exemplo s3o indicados resultados registados e o indice calculado:

Sinais clinicos Dia apés a inoculacdo

numero de aves

Classificacao

1 10 Total
Normal 10 0 12 x 0= 0
Doente 0 0 6 x 1= 6

Muito doente* 0

Morta 0

0 6 x 2 =12
10 76 x 3 =228
TOTAL =246

N DA DN
N N D O W
o N O O »
O O O O O»m
o O O O O
O O O O N
O O O O ™
o O O o ©

Indice = resultado médio por ave e por observacio = 246 = 2,46
100
Trata-se de um resultado clinico subjectivo, mas que envolve,
normalmente, aves que apresentam mais de um dos seguintes sinais:
problemas respiratérios, depressdo, diarreia, cianose da pele ou da

barbela exposta, edema da face e/ou cabec¢a, sinais nervosos.

~ -~

E geralmente mais aconselhdvel utilizar uma série de dilui¢cdes do
virus, a fim de assegurar a presenca ha placa de Petri de um numero
éptimo de placas. Devem ser suficientes dilui¢coes de 10 vezes até 10~
7 numa solucao isoténica salina tamponada com fosfato.

Em placas de Petri de 5 cm de didmetro, preparam-se camadas simples
confluentes de células de embrides de pintos ou |linhas adequadas de
céluias (por exemplo, rim de bovino Madin-Darby).

Junta-se a cada uma de duas placas de Petri 0,2 ml de cada diluicdao de
virus; deixa-se o virus absorver durante 30 minutos.

Depois de lavar trés vezes com soiucdo isoténica salina tamponada com
fosfato, as células infectadas s3o cobertas com o respectivo meio que
contém 1% m/v de Aagar e 0,01 mg/mi de tripsina ou sem tripsina; é

importante que nao seja adicionado soro ao meio de cobertura.
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5. Apdés 72 horas de incubagcdo a 37°C, as placas devem ter a dimensdo
suficiente. Estas placas sdo observadas mais correctamente se a camada
de Agar for removida e se a camada simples de células for corada com
cristal violeta (0,5% m/v) em etanol (25% v/v).

6. Todos os virus devem originar placas claras quando Iincubados na
presenca de tripsina na cobertura. Quando esta nao é utilizada na
cobertura, apenas os virus virulentos para os frangos produzirdo

placas.

CAPITULO 9: difusdo dupla imunolédgica

O melhor método para demonstrar a presenca do virus A da gripe consiste na
demonstragdoc da existéncia do nucleocapsideo ou matriz de antigénios, comum
a todos os virus A da gripe. Para tal, efectuam-se geralmente testes de
dupla difusio imunolbégica, recorrendo tanto a preparados concentrados de

virus como a extratos de membranas corioalantdicas infectadas.

Podem obter-se preparados adequados de virus concentrados através da
centrifugacdo a alta velocidade de fluido alentdico infeccioso e rompimento
do virus para libertar o nuclocapsideo interno e a matriz de antigénios
recorrendo a tratamento com o detergente lauroilsarcosinato de sédio. Pode
também ser utilizada a precipitacdo acida através de adi¢c3do de A4cido
cloridrico 1IN ao fluido alentdico infeccioso, para obter um pH final de 3,5
- 4,0, refrigerag¢do durante pelo menos 1 hora a 0°C e centrifugacdo a
baixa velocidade a 1 000 g durante 10 minutos. O sobrenadante pode ser
eliminado e o precipitado que contém o virus de novo suspenso num volume
minimo de tampao de sarcosil-glicina (1% de lauroiisarcosinato de sédio
tamponado a pH 9,0 com glicina a 0,5 M). Estes preparados tém tanto o

nucleocapsidio como a matriz de antigénios.

BEARD (1970) descreveu a prepara¢ao de um nucleocapsidio rico em antigénios
a partir de membranas corioalantbicas retiradas de ovos infectados. Este
método engloba: remo¢3do das membranas corioalantdicas de ovos infectados
positivos para a hemaglutinina, trituracdo ou homogeneizacio das membranas,
congelamento e descongelamento 3 vezes, seguindo-se uma centrifugacdo a
1 000 g durante 10 minutos. O revestimento exterior é rompido e o

sobrenadante tratado com formalina a 0,1% para utilizacdo como antigénio.
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Nos testes da dupla difusdo imunoldgica pode ser empregue qualquer um dos
dois antigénios, utilizando-se geles de agarose a 1%, ou agar, que contenham
cloreto de sbédio a 8,0% perfazendo-se com tamp3ao de fosfato 0,1M, com pH de
7.2. 0 virus A da gripe é confirmado através das |inhas de precipitina
formadas pelo antigénio de teste e pelo antigénio positivo conhecido de um
anti-soro positivo conhecido, que se misturam dando origem a uma |inha de
ident i dade.
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ANEXO 11

LISTA DOS LABORATORIOS NACIONAIS PARA A GRIPE AVIARIA

-Bélgica

-Dinamarca

-Replblica Federa! da Alemanha

-Franca

~Grécia
~-lrlanda

-1talia

-Luxemburgo

-Paises Baixos

-Portugal

—-Espanha
-Reino Unido

Institut National de Recherches
Vvétérinaires, Groeselenberg 99,

B 1180 Bruxelies

National Veterinary Laboratory,
Poultry Disease Division, Hangdvej 2
DK 8200 Aarhus N.

Institut flir Kleinstierzucht der
Bundesforschundgsanstat fur Land-
wirtschaft, Braunschweig-Volkenrode,
Postfach 280, D 3100 Celle

Centre National d’'Etudes Vétérinaires
et Alimentation - Laboratoire Central
de Recherches Agricoles et Porcines,
B.P. 53, F 22440 Ploufragan

Veter inay Research Laboratory,
Abbotstown, Castlieknock, Dublin 15
Instituto Patolgie Aviaire, Facolta
di Medicina Veterinaria, Universita
di Napoli, Via Aniezzo Falcone 394,
| 80127 Napoli F Delpino 1

Institut National de Recherches
Vétérinaires, Groeselenberg 99,

B 1180 Bruxelles

Centraal Diergeneeskundig Instituut,
Vestiging Virologie, Hourtibweg 39,
NL 8221 RA Lelystad

Laboratério Nacional de
Investiga¢cdo Veteriniria (LNIV),
Estrada de Benfica 701, 1500 Lisboa

Central Véterinary Laboratory, New
Haw, Weybridge, GB-Surrey KT15 3NB
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