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LEGI S|

DECRETE

PARLAMENTUL ROMANIEI

CAMERA DEPUTATILOR

SENATUL

LEGE
pentru aprobarea Ordonantei de urgenta a Guvernului nr. 152/2005
privind prevenirea si controlul integrat al poluarii

Parlamentul Roméniei adopta prezenta lege.

Articol unic. — Se aproba Ordonanta de urgentd a
Guvernului nr. 152 din 10 noiembrie 2005 privind
prevenirea si controlul integrat al poludrii, publicata in
Monitorul Oficial al Romaniei, Partea |, nr. 1.078 din
30 noiembrie 2005, cu urmatoarele modificari si completari:

1. La articolul 2 alineatul (1), literele c), I) si p) vor avea
urmatorul cuprins:

.C) cele mai bune tehnici disponibile — stadiul de
dezvoltare cel mai avansat si eficient, inregistrat in
dezvoltarea unei activitati si a modurilor de exploatare, care
demonstreaza posibilitatea practicd a tehnicilor specifice de
a constitui referinta pentru stabilirea valorilor limita de
emisie in scopul prevenirii poludrii, iar in cazul in care
acest fapt nu este posibil, pentru a reduce in ansamblu
emisiile si impactul asupra mediului in intregul sau:

— lehnicile se refera deopotriva la tehnologia utilizata si
la modul in care instalatia este proiectatd, construita,
intretinuta, exploatata, precum si la scoaterea din functiune
a acesteia si remedierea amplasamentului, potrivit legislatiei
in vigoare;

— disponibile se referda la acele tehnici care au
inregistrat un stadiu de dezvoltare ce permite aplicarea lor
in sectorul industrial respectiv, in conditii economice si
tehnice viabile, luandu-se in considerare costurile si
beneficiile, indiferent daca aceste tehnici sunt sau nu
utilizate ori realizate la nivel national, cu conditia ca aceste
tehnici sa fie accesibile operatorului;

— cele mai bune se refera la cele mai eficiente tehnici
pentru atingerea in ansamblu a unui nivel ridicat de
protectie a mediului in intregul sdu. in determinarea celor
mai bune tehnici disponibile trebuie luate in considerare, in
special, elementele prevazute in anexa nr. 3;

) modificarea in exploatare — o schimbare a caracteristicilor
sau a functionarii instalatiei ori o extindere a acesteia, care
poate avea efecte asupra mediului;

p) valorile limitd de emisie (VLE) — masa, exprimata prin
parametrii specifici, concentratia si/sau nivelul unei emisii
care nu trebuie depdsite in cursul uneia sau mai multor
pericade de timp.

Valorile limitd de emisie mai pot fi stabilite si pentru
anumite grupe, familii sau categorii de substante, in special
pentru cele mentionate in anexa nr. 2. Valorile limitd de

emisie pentru substante se aplica, in mod normal, in
punctul in care emisia paraseste instalatia, la aceasta
determinare neluandu-se in considerare nici o dilutie. La
stabilirea valorilor limitd de emisie ale instalatiei pentru
evacudrile indirecte in apa se poate lua in considerare
efectul unei statii de epurare a apelor uzate, cu conditia
garantarii unui nivel echivalent de protectie a mediului ca
un fintreg si acest fapt sad nu determine niveluri mai ridicate
de poluare a mediului, cu respectarea prevederilor privind
evacuarea de substante periculoase in apa si a altor
prevederi legale in vigoare;”.

2. La articolul 3, alineatul (1) va avea urmatorul cuprins:

JArt. 3. — (1) Autoritatea competenta ia toate masurile
pentru ca in exploatarea instalatiei operatorul sa respecte
principiile generale de baza, astfel incat:

a) sa se previna poluarea in special prin aplicarea celor
mai bune tehnici disponibile;

b) sd nu se produca nici o poluare semnificativa;

c) sa fie evitatd producerea de deseuri, potrivit
prevederilor legale in vigoare; in cazul in care se produc
deseuri, ele sunt valorificate, iar daca acest lucru este
imposibil tehnic sau economic, sunt eliminate, astfel incat
sd se evite sau sa se reduca orice impact asupra mediului;

d) sa se utilizeze eficient energia;

e) sa fie luate masurile necesare pentru prevenirea
accidentelor si limitarea consecintelor acestora;

f) sa fie luate masurile necesare pentru ca in cazul
incetarii definitive a activitatii sa se evite orice risc de
poluare si sa se readuca amplasamentul la o stare
satisfacatoare.”

3. Dupa articolul 4 se introduce un nou articol, articolul 41,
cu urmatorul cuprins:

JArt. 41, — (1) Autoritatea competentd emite autorizatia
integrata de mediu, care contine conditii ce garanteaza
respectarea prevederilor prezentei ordonante de urgenta si
a celorlalte prevederi legale, in caz contrar trebuie sa
refuze emiterea autorizatiei integrate de mediu.

(2) Autorizatiile integrate de mediu emise, precum si
cele revizuite trebuie sa cuprinda detalii cu privire la
masurile adoptate pentru protectia aerului, apei si solului,
potrivit prevederilor prezentei ordonante de urgenta.”
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4. La articolul 9, alineatele (5) si (6) vor avea urmatorul
cuprins:

»(5) Daca este cazul, valorile limita de emisie prevazute
la alin. (3) pot fi suplimentate sau inlocuite prin parametri
sau masuri tehnice echivalente.

(6) Pentru instalatiile in care se desfasoara activitatile
prevazute in anexa nr. 1 la pct. 6.6, valorile limitd de
emisie prevazute la alin. (83)—(5) iau in considerare
aspectele practice caracteristice acestor categorii de
instalatii.”

5. Articolul 16 va avea urmatorul cuprins:

JArt. 16. — Autoritatea publicd centralda pentru protectia
mediului poate stabili, dupa caz, pentru anumite categorii
de instalatii, cerinte speciale, ca reguli general obligatorii,
fara a mai fi necesara includerea acestora in autorizatiile
integrate de mediu, in conditile garantarii unei abordari
integrate si asigurarii unui nivel ridicat echivalent de
protectie a mediului in intregul sau.”

6. La articolul 25, literele a) si b) vor avea urmatorul
cuprins:

.a) poluarea produsa de instalatie este semnificativa,
astfel incat necesitda revizuirea valorilor limita de emisie
existente sau includerea de noi astfel de valori limita de
emisie in autorizatia integratd de mediu;

b) schimbarile substantiale ale celor mai bune tehnici
disponibile fac posibila reducerea semnificativa a emisiilor
fara a impune costuri excesive;".

7. La articolul 26, alineatul (2) va avea urmatorul
cuprins:

.(2) In situatia prevdzuta la alin. (1) autoritatea
competentd revizuieste, dupa caz, autorizatia integratd de
mediu sau conditile prevazute in aceasta.”

8. La articolul 29, alineatul (1) va avea urmatorul
cuprins:

LArt. 29. — (1) Raportarea implementarii prevederilor
prezentei ordonante de urgentd si eficacitatea sa
comparata efectiv cu alte instrumente pentru protectia
mediului se stabilesc potrivit prevederilor legislatiei nationale
in vigoare.”

9. La articolul 32, alineatul (4) va avea urmatorul
cuprins:

»(4) Accesul publicului la informatie, prevazut la
alin. (1)—(3) si la art. 33, se realizeaza potrivit prevederilor
Legii nr. 86/2000 pentru ratificarea Conventiei privind
accesul la informatie, participarea publicului la luarea
deciziei si accesul la justitie in probleme de mediu,

semnatad la Aarhus la 25 iunie 1998, publicata in Monitorul
Oficial al Romaniei, Partea I, nr. 224 din 22 mai 2000, si
cu respectarea prevederilor art. 11 alin. (1) lit. b)—e),
art. 12, 14 si ale art. 15 alin. (1) din Hotararea Guvernului
nr. 878/2005 privind accesul publicului la informatia privind
mediul, publicata in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea I,
nr. 760 din 22 august 2005.“

10. Articolul 33 va avea urmatorul cuprins:

JArt. 33. — Autoritatea competenta informeaza publicul,
conform procedurilor specifice, asupra deciziei luate si pune
la dispozitie acestuia urmatoarele informatii:

a) continutul deciziei si o copie a autorizatiei integrate
de mediu, precum si orice conditii sau modificari aduse
autorizatiei integrate de mediu;

b) motivele si consideratiile pe care se intemeiaza
decizia, in urma examindrii opiniilor si comentariilor
exprimate de publicul interesat, incluzand si informatiile
referitoare la procedura de participare a publicului;

c) procedura de revizuire prevazuta la art. 34 si 35.°

11. La articolul 34, alineatele (1) si (3) vor avea
urmatorul cuprins:

JArt. 34. — (1) Orice persoana care face parte din
publicul interesat si care are un interes legitim sau se
considera lezata intr-un drept al sau se poate adresa
instantei de contencios administrativ competente pentru a
contesta, din punct de vedere procedural sau substantial,
deciziile, actele sau omisiunile care fac obiectul participarii
publicului, prevazute de prezenta ordonantd de urgentd, cu
respectarea dispozitillor Legii contenciosului administrativ
nr. 554/2004, publicata in Monitorul Oficial al Romaniei,
Partea |, nr. 1.154 din 7 decembrie 2004, cu modificarile
ulterioare.

(3) Solutionarea cererii se face potrivit dispozitiilor Legii
nr. 554/2004, cu modificarile ulterioare.”

12. La articolul 36, litera b) a alineatului (1) si alineatul (2)
vor avea urmatorul cuprins:

»b) obligatia operatorului de a intocmi un plan de
actiuni, in vederea obtinerii autorizatiei integrate de mediu;

(2) Faptele prevazute la alin. (1) lit. c)—e) se
sanctioneaza si cu suspendarea autorizatiei integrate de
mediu potrivit Ordonantei de urgenta a Guvernului
nr. 195/2005 privind protectia mediului, publicata in
Monitorul Oficial al Romaniei, Partea |, nr. 1.196 din
30 decembrie 2005."

Aceasld lege a fost adoplatd de Parlamentul Romaniei, cu respectarea prevederilor art. 75 si ale art. 76 alin. (1) din

Constitufia Roméaniei, republicata.
p. PRESEDINTELE CAMEREI DEPUTATILOR,
LUCIAN AUGUSTIN BOLCAS

Bucuresti, 5 aprilie 2006.
Nr. 84.

PRESEDINTELE SENATULUI
NICOLAE VACAROIU
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PRESEDINTELE ROMANIEI

DECRET
privind promulgarea Legii pentru aprobarea Ordonantei
de urgenta a Guvernului nr. 152/2005 privind prevenirea
si controlul integrat al poluarii

In temeiul prevederilor art. 77 alin. (1) si ale art. 100 alin. (1) din

Constitutia Romaniei, republicata,

Presedintele Roméniei

decreteaza:

Articol unic. — Se promulgd Legea pentru aprobarea Ordonantei de
urgentd a Guvernului nr. 152/2005 privind prevenirea si controlul integrat al
poluarii si se dispune publicarea acestei legi in Monitorul Oficial al

Romaniei, Partea |.

PRESEDINTELE ROMANIEI
TRAIAN BASESCU

Bucuresti, 3 aprilie 2006.
Nr. 379.

DECIZII ALE CURTII

CONSTITUTIONALE

CURTEA CONSTITUTIONALA

DECIZIA Nr.214
din 7 martie 2006

referitoare la exceptia de neconstitutionalitate a prevederilor art. 83 alin. (3) fraza finala,
ale art. 84 alin. (2) fraza finala si ale art. 85 alin. (1) prima fraza si a doua din Ordonanta de urgenta
a Guvernului nr. 194/2002 privind regimul strainilor in Romania

loan Vida — presedinte
Nicolae Cochinescu — judecator
Aspazia Cojocaru — judecator
Constantin Doldur — judecator
Acsinte Gaspar — judecator
Kozsokar Gabor — judecator
Petre Ninosu — judecator
lon Predescu — judecator
Serban Viorel Stanoiu — judecator
lon Tiuca — procuror

Valentina Barbateanu magistrat-asistent

Pe rol se afla solutionarea exceptiei de neconstitutionalitate
a prevederilor art. 83 alin. (3) fraza finald, ale art. 84
alin. (2) fraza finala si ale art. 85 alin. (1) prima fraza si a
doua din Ordonanta de urgentd a Guvernului nr. 194/2002
privind regimul strainilor in Romania, exceptie ridicata de
Kenan Kaya in Dosarul nr. 3.357/2005 al Curtii de Apel

Bucuresti — Sectia a Vlll-a de contencios administrativ si
fiscal.

La apelul nominal se constata lipsa partilor, fatd de care
procedura de citare a fost legal indeplinita.

Cauza aflandu-se in stare de judecata, Curtea acorda
cuvantul reprezentantului Ministerului Public, care pune
concluzii de respingere ca neintemeiatd a exceptiei de
neconstitutionalitate.

CURTEA,

avand in vedere actele si lucrarile dosarului, constata
urmatoarele:

Prin Tncheierea din 1 noiembrie 2005, pronuntata in
Dosarul nr. 3.357/2005, Curtea de Apel Bucuresti — Sectia
a Vlll-a de contencios administrativ si fiscal a sesizat
Curtea Constitutionald cu exceptia de neconstitutionalitate
a prevederilor art. 83 alin. (3), ale art. 84 alin. (2) si ale
art. 85 alin. (1) din Ordonanta de urgenta a Guvernului
nr. 194/2002 privind regimul strainilor in Romania.
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Exceptia de neconstitutionalitate a fost invocata de Kenan
Kaya intr-o cauza de contencios administrativ avand ca
obiect solutionarea plangerii impotriva masurii de declarare
ca indezirabil a acestuia.

in motivarea exceptiei de neconstitutionalitate se
sustine ca prevederile art. 83 alin. (3) fraza finala si ale
art. 84 alin. (2) din Ordonanta de urgenta a Guvernului
nr. 194/2002 contravin, in principal, dispozitilor art. 21 si
celor ale art. 126 din Constitutie, precum si celor ale art. 8
si 13 din Conventia pentru apararea drepturilor omului si a
libertatilor fundamentale, iar subsecvent prevederilor
constitutionale ale art. 18, 22, 23 si 24 si celor
conventionale ale art. 2, 3 si 5. De asemenea, se
considera ca prevederile de lege criticate incalca si
dispozitiile constitutionale ale art. 16 alin. (1) si pe cele ale
art. 14 din conventia amintita, intrucat instituie o
discriminare pe criteriul cetateniei in exercitarea si apararea
drepturilor consacrate de art. 21, 24 si 126 alin. (6) din
Constitutie si de art. 6, 8 si 13 din Conventia pentru
apéararea drepturilor omului si a libertatilor fundamentale. In
ceea ce priveste dispozitile art. 85 alin. (1) prima fraza si
a doua din Ordonanta de wurgentda a Guvernului
nr. 194/2002, autorul exceptiei sustine ca sunt contrare
prevederilor constitutionale ale art. 11, 18, 21 si 24, prin
raportare la cele ale art. 22, 23, 24 si 53 din Constitutie,
precum si dispozitiilor art. 1, 5, 6 si 13 din Conventia
pentru apararea drepturilor omului si a libertatilor
fundamentale, prin raportare la cele ale art. 2, 3, 5, 8 si
14 din aceeasi conventie.

Curtea de Apel Bucuresti — Sectia a Vill-a de
contencios administrativ si fiscal apreciaza ca exceptia de
neconstitutionalitate a dispozitillor art. 83 alin. (3) fraza
finald si ale art. 85 alin. (1) din Ordonanta de urgenta a
Guvernului nr. 194/2002 este neintemeiata. Referitor la
prevederile art. 84 alin. (2) din ordonanta considera ca, ,in
masura in care judecatorul investit cu solutionarea cererii
nu are acces la datele si informatiile care constituie
motivele ordonantei de declarare a strainului ca indezirabil
si la dovezile relevante, liberul acces la justitie ar putea fi
golit de continut®.

Potrivit prevederilor art. 30 alin. (1) din Legea
nr. 47/1992, incheierea de sesizare a fost comunicata
presedintilor celor doua Camere ale Parlamentului,
Guvernului si Avocatului Poporului, pentru a-si exprima
punctele de vedere asupra exceptiei de neconstitutionalitate.

Guvernul sustine ca exceptia de neconstitutionalitate nu
este intemeiata, invocand considerentele retinute de Curtea
Constitutionala in motivarea Deciziei nr. 342 din
16 septembrie 2003, publicatd in Monitorul Oficial al
Romaniei, Partea I, nr. 755 din 28 octombrie 2003.
Totodatd, aratda ca prin Hotararea din 5 octombrie 2000,
pronuntata in Cauza Maaouia impotriva Frantei, Curtea
Europeana a Drepturilor Omului a statuat ca ,deciziile
privind intrarea, sederea si expulzarea strainilor nu privesc
drepturile si obligatiile civile ale reclamantului si nici
acuzatii de natura penald, in sensul art. 6 paragraful 1 din

Conventie, in consecinta, art. 6 paragraful 1 nu este
aplicabil cauzei®.

Avocatul Poporului apreciaza ca exceptia este
neintemeiata. Arata ca textele de lege criticate sunt
conforme atat prevederilor constitutionale, cat si celor
conventionale invocate de autorul exceptiei, precizand insa
ca prevederile art. 52 alin. (2) din Constitutie nu au
incidenta in cauza.

Presedintii celor doua Camere ale Parlamentului nu au
comunicat punctele lor de vedere asupra exceptiei de
neconstitutionalitate ridicate.

CURTEA,

examinand incheierea de sesizare, punctele de vedere ale
Guvernului si Avocatului Poporului, raportul intocmit de
judecatorul-raportor, concluziile procurorului, dispozitiile
legale criticate, raportate la prevederile Constitutiei, precum
si Legea nr. 47/1992, retine urmatoarele:

Curtea Constitutionald a fost legal sesizata si este
competenta, potrivit dispozitillor art. 146 lit. d) din
Constitutie si ale art. 1 alin. (2), ale art. 2, 3, 10 si 29
din Legea nr. 47/1992, sa solutioneze exceptia de
neconstitutionalitate.

Obiectul exceptiei de neconstitutionalitate il constituie
prevederile art. 83 alin. (3) fraza finala, ale art. 84 alin. (2)
fraza finala si ale art. 85 alin. (1) prima fraza si a doua
din Ordonanta de urgenta a Guvernului nr. 194/2002
privind regimul strdinilor in Romania, republicata in
Monitorul Oficial al Romaniei, Partea |, nr. 201 din
8 martie 2004. Prevederile de lege criticate au urmatorul
continut:

— Art. 83 alin. (3) fraza finala: ,[...] Atunci cdnd
declararea strainului ca indezirabil se intemeiaza pe ratiuni de
sigurantd nationald, in continutul ordonantei nu vor fi
mentionate motivele care stau la baza acestei decizii.”;

— Art. 84 alin. (2) fraza finala: ,/[...] Asemenea date si
informatii nu pot fi, sub nici o forma, direct sau indirect, aduse
la cunostinta strainului declarat indezirabil.”;

— Art. 85 alin. (1) prima fraza si a doua: ,Ordonanta de
declarare ca indezirabil poate fi alacatd de strainul impotriva
caruia a fost dispusa, in termen de 5 zile lucrdtoare de la data
comunicarii, la Curtea de Apel Bucuresti. Instanta se pronunta
in termen de 3 zile de la data primirii cereril. [...]*

in opinia autorului exceptiei de neconstitutionalitate
textele de lege criticate contravin prevederilor
constitutionale ale art. 11 — ,Dreptul international si dreptul
intern”, ale art. 16 alin. (1) referitor la egalitatea cetatenilor
in fata legii si a autoritatior publice, ale art. 18 —
LCelalenii straini si apatrizii, ale art. 21 — ,Accesul liber la
Justitie®, ale art. 22 — ,Dreptul la viald si la integritate fizica si
psihica®, ale art. 23 — ,Libertatea individuald”, ale art. 24
— ,Dreptul la apdrare”, ale art. 53 — ,Restrdngerea
exercitiului unor drepturi si libertati“ si ale art. 126 alin. (6)
privind controlul judecatoresc asupra actelor administrative
ale autoritatilor publice.

De asemenea, autorul exceptiei de neconstitutionalitate
considera ca textele de lege criticate contravin si
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urmatoarelor prevederi din Conventia pentru apararea
drepturilor omului si a libertatilor fundamentale: art. 1 —
,Obligatia de a respecta drepturile omului*, art. 2 — ,Dreptul
la viala®, art. 3 — ,Interzicerea forturii*, art. 5 — ,Dreptul la
libertate si la sigurantd®, art. 6 — ,Dreptul la un proces
echitabil”, art. 8 — ,Dreptul la respectarea vietii private si de
familie®, art. 13 — ,Dreptul la un recurs efectiv®si art. 14 —
JInterzicerea discrimindrii*

Examinand exceptia de neconstitutionalitate, Curtea
constata ca dispozitile art. 84 alin. (2) fraza finala din
Ordonanta de urgentd a Guvernului nr. 194/2002 impun
interdictia aducerii la cunostinta strainului a datelor si
informatiilor care constituie motivele ce au stat la baza
deciziei de declarare a sa ca indezirabil, in cazul in care
acestea aveau in vedere ratiuni de siguranta nationala.
Textul de lege criticat a mai fost supus controlului de
constitutionalitate si, prin Decizia nr. 342 din 16 septembrie
2003, publicata in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea I,
nr. 755 din 28 octombrie 2003, exceptia a fost respinsa ca
neintemeiatd. Curtea Constitutionald a statuat ca ,interdictia
stabilitd de legiuitor pentru cetatenii straini declarati
indezirabili, de a nu li se aduce la cunostinta datele si
informatiile pe baza carora s-a luat o astfel de decizie,
este in concordanta cu dispozitiille constitutionale ale
art. 31 alin. (8), potrivit carora dreptul la informatie nu
trebuie sa prejudicieze siguranta national@®, iar judecatorul
care analizeaza plangerea impotriva masurii de declarare
ca indezirabil trebuie sa respecte legea care da prioritate
intereselor privind siguranta nationala a Romaniei. De
asemenea, Curtea a retinut cu acel prilej ca situatia
strainilor declarati indezirabili in scopul apdrarii sigurantei
nationale si protejarii informatiilor clasificate este diferita de
cea a celorlalti cetateni straini, astfel ca legiuitorul poate
stabili drepturi diferite pentru aceste doua categorii de

cetateni straini, fara ca prin aceasta sa se incalce principiul
egalitdtii. In plus, textul de lege criticat nu opreste partile
interesate de a apela la instantele judecatoresti, de a fi
aparate si de a se prevala de toate garantiile procesuale
care conditioneaza intr-o societate democratica procesul
echitabil.

Pentru identitate de ratiune, argumentele care au
condus la respingerea exceptiei de neconstitutionalitate a
dispozitiilor art. 84 alin. (2) din Ordonanta de urgenta a
Guvernului nr. 194/2002 prin decizia mentionatd isi mentin
pertinenta si in ceea ce priveste constitutionalitatea
prevederilor art. 83 alin. (3) fraza finala din aceeasi
ordonanta, intrucat acestea din urma prevad ca in
cuprinsul ordonantei de declarare a indezirabilitatii strainului
nu vor fi mentionate motivele pe baza carora a fost luata
aceasta decizie.

in continuare, Curtea observa ca prin Decizia nr. 505
din 4 octombrie 2005, publicata in Monitorul Oficial al
Romaniei, Partea |, nr. 984 dn 7 noiembrie 2005, s-a
pronuntat asupra exceptiei de neconstitutionalitate a
prevederilor art. 85 din Ordonanta de urgenta a Guvernului
nr. 194/2002, constatand constitutionalitatea acestora,
considerentele deciziei mentionate mentinandu-si
valabilitatea si in prezenta cauza.

Curtea constata totodata ca dispozitile art. 22 —
wDreptul la viata si la integritate fizica si psihica” si cele ale
art. 23 — ,Libertatea individuald” din Constitutie, precum si
cele ale art. 2 — ,Dreptul la viata®, art. 3 — ,Interzicerea
torturii, art. 5 — ,Dreptul la libertate si la siguranta”, art. 8 —
~Dreptul la respectarea vietii private si de familie” din
Conventia pentru apararea drepturilor omului si a libertatilor
fundamentale nu au relevanta in solutionarea prezentei
exceptii de neconstitutionalitate.

Pentru considerentele expuse, in temeiul art. 146 lit. d) si al art. 147 alin. (4) din Constitutie, precum si al
art. 1—3, al art. 11 alin. (1) lit. A.d) si al art. 29 din Legea nr. 47/1992,

CURTEA CONSTITUTIONALA

In numele legii

DECIDE:

Respinge exceptia de neconstitutionalitate a prevederilor art. 83 alin. (3) fraza finala, ale art. 84 alin. (2) fraza
finala si ale art. 85 alin. (1) prima fraza si a doua din Ordonanta de urgentd a Guvernului nr. 194/2002 privind regimul
strainilor in Romania, exceptie ridicatd de Kenan Kaya in Dosarul nr. 3.357/2005 al Curtii de Apel Bucuresti — Sectia

a Vlll-a de contencios administrativ si fiscal.
Definitiva si general obligatorie.

Pronuntatd in sedinta publica din data de 7 martie 2006.

PRESEDINTELE CURTII CONSTITUTIONALE,
prof. univ. dr. IOAN VIDA

Magistrat-asistent,
Valentina Barbateanu




MONITORUL OFICIAL AL ROMANIEI, PARTEA I, Nr. 327/11.IV.2006 7

ACTE ALE ORGANELOR DE SPECIALITATE

ALE ADMINISTRATIEI

AUTORITATEA NATIONALA SANITARA VETERINARA
SI PENTRU SIGURANTA ALIMENTELOR

PUBLICE CENTRALE

ORDIN
privind aprobarea Normei sanitare veterinare ce stabileste criterii pentru zonare
si supraveghere oficiala ca urmare a suspiciunii sau confirmarii anemiei infectioase a somonului

Vazand Referatul de aprobare nr. 21.280 din 20 februarie 2006, intocmit de Directia de integrare europeana si
relatii internationale din cadrul Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor,

avand in vedere prevederile art. 10 lit. b) din Ordonanta Guvernului nr. 42/2004 privind organizarea activitatii
sanitar-veterinare si pentru siguranta alimentelor, aprobatd cu modificari si completari prin Legea nr. 215/2004, cu

modificarile si completarile ulterioare,

in temeiul art. 3 alin. (3) si al art. 4 alin. (3) din Hotararea Guvernului nr. 130/2006 privind organizarea si
functionarea Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor si a unitatilor din subordinea acesteia,

presedintele Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor emite urmatorul ordin:

Art. 1. — Se aproba Norma sanitara veterinara ce
stabileste criterii pentru zonare si supraveghere oficiala ca
urmare a suspiciunii sau confirmarii anemiei infectioase a
somonului, prevazutda in anexa care face parte integranta
din prezentul ordin.

Art. 2. — Autoritatea Nationala Sanitara Veterinara si
pentru Siguranta Alimentelor, institutele veterinare centrale
si directiile sanitar-veterinare si pentru siguranta alimentelor
judetene si a municipiului Bucuresti vor duce la indeplinire
prevederile prezentului ordin.

Art. 3. — La data intrarii in vigoare a prezentului ordin
se abroga orice alte dispozitii contrare.
Art. 4. — Prezentul ordin constituie transpunerea

Deciziei Comisiei 2003/466/CE ce stabileste criterii pentru
zonare si supraveghere oficiala ca urmare a suspiciunii sau
confirmarii anemiei infectioase a somonului, publicata in
Jurnalul Oficial al Comunitatilor Europene (JOCE) nr. L 156
din 25 iunie 2003, p. 61.

Art. 5. — Prezentul ordin va fi publicat in Monitorul
Oficial al Romaniei, Partea I, si va intra in vigoare la
15 zile de la publicare.

Presedintele Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor,
lon Agafitei

NORMA SANITARA VETERINARA
ce stabileste criterii pentru zonare si supraveghere oficiala ca urmare a suspiciunii
sau confirmarii anemiei infectioase a somonului

Bucuresti, 21 martie 2006.
Nr. 75.
Articol unic. — Planurile de recoltare a probelor si

metodele de diagnostic pentru depistarea si confirmarea
anemiei infectioase a somonului, care va fi denumita in
continuare A/S, precum si criterile de zonare si

supraveghere oficiald ce urmeaza suspiciunii sau confirmarii
AIS sunt prevazute in anexa care face parte integranta din
prezenta norma sanitara veterinara.

ANEXA
itard p——

PLANURI
de prelevare a probelor si metode de diagnostic pentru depistarea si confirmarea AIS si criterii pentru zonare
si supraveghere oficiala ce urmeaza suspiciunii sau confirmarii AlS

Introducere si definitii

Prezenta anexa:

a) furnizeaza liniile directoare si cerintele minime pentru
planurile de prelevare a probelor si metodele de diagnostic
pentru depistarea si confirmarea prezentei AlS;

b) integreaza prevederile si definitile stabilite de Norma
sanitara veterinara privind conditiile de sanatate a

animalelor, care reglementeaza punerea pe piatd a animalelor
si a produselor de acvacultura, aprobata prin Ordinul
ministrului agriculturii, alimentatiei si padurilor nr. 494/2001,
publicat in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea I, nr. 191
din 21 martie 2002, ce transpune Directiva Consiliului
91/67/CEE, si de Norma sanitara veterinard cu privire la
masurile minime pentru controlul anumitor boli ale pestilor,
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aprobata prin Ordinul ministrului agriculturii, alimentatiei si
padurilor nr. 241/2002, publicat in Monitorul Oficial al
Romaniei, Partea I, nr. 813 din 8 noiembrie 2002, ce
transpune Directiva Consiliului 93/53/CEE;

c) stabileste prevederile avand ca scop punerea unui
diagnostic corect, controlul si supravegherea AlS, in caz de
suspiciune sau confirmare a AlS;

d) se adreseaza atat autoritatilor responsabile pentru
controlul AlS, cét si personalului laboratorului ce efectueaza
testari cu privire la aceastd boald. Se bazeaza pe
procedurile de prelevare a probelor, principiile si aplicatiile
testelor de laborator si evaluarea rezultatelor acestora,
precum si pe tehnicile detaliate de laborator. Cu toate
acestea, atunci cand este adecvat, laboratoarele pot aplica
modificari ale testelor descrise in prezenta anexa sau pot
utiliza teste diferite, cu conditia sa se demonstreze ca au o
sensibilitate si specificitate echivalente sau superioare. in
plus, sunt stabilite criteriile pentru stabilirea zonarii si
supravegherii oficiale ca urmare a suspicionarii sau
confirmarii AlS.

Pentru scopul prezentei
urmatoarele definitii suplimentare:

a) zond de captare a apei — intreaga zona de captare,
incepand de la sursa cursului de apa pana la estuar, sau
0 parte a acestei zone, incepand de la sursa de apa pana
la o bariera naturalda ori artificiala care previne migrarea
pestelui de la aceasta bariera;

b) zond de coasta — o parte a coastei sau a apei marii
ori a unui estuar, cu o delimitare geografica precisa, ce
consta intr-un sistem hidrologic omogen sau intr-o serie de
asemenea sisteme.

|. Criteriile pentru diagnosticarea AIS si pentru stabilirea
zonelor, anumite masuri de control si supraveghere oficiala

1.1. Principii generale pentru diagnosticul AIS

Motivele rezonabile pentru ca pestii sa fie suspectati ca
fiind infectati cu virusul AIS sunt enumerate la pct. 1.2.
Statele membre ale Uniunii Europene trebuie sa se asigure
ca in urma unei suspiciuni la o ferma cu pesti infectati cu
virusul AIS se va efectua cat mai curand posibil 0 ancheta
oficiala pentru a confirma sau a infirma prezenta bolii prin
inspectie si examinare clinica, precum si prin recoltarea si
selectarea probelor si a metodelor de examinare la
laborator, asa cum sunt stabilite la pct. lll si IV. in scopul
confirmarii oficiale a prezentei AIS trebuie sa fie indeplinit
oricare dintre cele trei seturi de criterii stabilite la pct. 1.3:

|.2. Suspiciunea infectiei cu AIS

[.2.1. Prezenta AIS trebuie suspectata daca se
indeplineste cel putin unul dintre urmatoarele criterii:

a) prezenta unor constatari post-mortem compatibile cu
prezenta AIS, cu sau fara semne clinice de boala.
Constatarile post-mortem si semnele clinice de boala
trebuie sa fie in conformitate cu cele stabilite de editia
curentd a Manualului Organizatiei Internationale a
Epizootiilor (O.I.LE.) de diagnostic pentru bolile animalelor
acvatice;

anexe, se vor aplica

b) izolarea si identificarea virusului AIS in culturi
celulare de la o singurd proba prelevata de la orice peste
din ferma descrisa la pct. ll;

c) o proba rezonabila a prezentei AIS in cel putin doud
teste independente de laborator, cum ar fi: PCR-RT
(pct. IV) si testul IAF (pct. V);

d) transferul pestilor vii intr-o exploatatie unde exista
motive serioase de a suspecta prezenta AIS in momentul
transferului pestilor;

e) acolo unde o investigatie prezintd alte elemente
epidemiologice substantiale care sa conduca la AIS —
ferme suspecte sau confirmate.

I.2.2. Suspiciunea de AIS poate fi exclusa daca
investigatiile, implicand cel putin o inspectie clinica pe luna
pe o perioada de 6 luni, nu mai evidentiazd semnificativ
prezenta AlS.

1.3. Confirmarea AIS

Prezenta AIS trebuie considerata ca si confirmata daca
este indeplinit unul dintre criterile de la lit. a), b) sau c):

a) semne clinice si constatari post-mortem compatibile
cu AIS, in conformitate cu editia curenta a Manualului
O.l.E. de diagnostic pentru bolile animalelor acvatice,
incluzand: moartea, slabirea sau comportamentul anormal
al pestelui, semne de anemie sau daca sunt observate alte
constatari post-mortem si schimbari patologice, iar virusul
AlIS este detectat dupa una dintre urmatoarele metode sau
mai multe:

(i) izolarea si identificarea virusului AIS in culturd
celulara de la cel putin o proba prelevata de
la orice peste din ferma descrisa la pct. lll;
(i) detectarea virusului AlS prin metodele PCR-RT
descrise la pct. 1V;
detectarea virusului AIS in tesuturi sau in
preparate tisulare prin intermediul anticorpilor
specifici impotriva virusului AIS (de exemplu:
testul indirect cu anticorpi fluorescenti sau
amprentele renale descrise la pct. V);

b) izolarea si identificarea virusului AIS in doua probe
de la unul sau mai multi pesti, din ferma testata in diferite
ocazii, folosindu-se metodele descrise la pct. llI;

c) izolarea si identificarea virusului AIS din cel putin o
proba prelevatd de la orice peste din ferma, folosindu-se
metodele descrise la pct. Ill, cu confirmarea existentei
virusului AIS in preparate tisulare provenite de la orice
peste din ferma, folosindu-se fie PCR-RT (pct. IV), fie
testul IAF (pct. V).

|.4. Criterii pentru stabilirea si revocarea zonelor pentru
control si supraveghere oficiala ca urmare a suspiciunii si
confirmarii AIS

1.4.1. in scopul stabiliri unui program de supraveghere
oficiala bazat pe risc, statele membre ale Uniunii Europene
trebuie sa stabileascd controale corespunzatoare si zone
de supraveghere in vecinatatea unei exploatatii a carei
infectare cu AIS este suspectatd sau confirmata oficial.

(iii)
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1.4.2. Zonele pentru control si supraveghere oficiala
stabilite trebuie sa fie definite pe baza unei analize de la
caz la caz a riscului raspandirii ulterioare a bolii. In
conformitate cu situatia epizootica, zona de captare a apei
sau zona de coasta:

(i) trebuie sa fie definitd ca zona de control; sau

(i) se poate ca zonele de coasta si zonele de captare
a apei extinse sa fie divizate in zona de control si zona
de supraveghere, daca impiedicarea raspandirii AIS nu
este compromisa.

In plus, supravegherea aditionald a zonelor poate si fie,
dupa cum este necesar, stabilita in afara zonei de captare
a apei sau a zonei de coasta.

1.4.3. Factorii principali de luat in considerare pentru
stabilirea zonelor de mai sus sunt cei care influenteaza
riscurile de raspandire a bolii la pestii din ferme sau la cei
salbatici, precum: numarul, rata si distributia mortalitatii
pestilor din ferma suspectata sau in care s-a confirmat
infectarea cu virusul AlS; cauza mortalitatii din ferma
respectiva; distanta pana la fermele din vecinatate si
densitatea acestora; fermele de contact; speciile prezente
in ferma; managementul care se aplicd in fermele afectate
si in cele invecinate; conditiile hidrodinamice si alti factori
semnificativi epidemiologic, identificati in cadrul
investigatiilor epizootice efectuate in conformitate cu art. 5
alin. (2) si art. 8 din Norma sanitard veterinard aprobata
prin Ordinul ministrului agriculturii, alimentatiei si padurilor
nr. 241/2002.

[.4.4 Pentru stabilirea zonelor pentru control si
supraveghere oficiala se vor aplica urmatoarele criterii minime:

I.4.4.1. Autoritatea Nationala Sanitara Veterinara si
pentru Siguranta Alimentelor trebuie sa stabileasca o zona
de control in vecinatatea imediatd a fermelor in care s-a
confirmat prezenta virusului AIS, dupa cum urmeaza:

— in zonele de coasta: zona inclusa intr-un cerc cu
raza egala cu cel putin lungimea unei deplasari a mareei
sau cu o lungime de cel putin 5 km, cu centrul in ferma
in care s-a confirmat existenta virusului AlS, sau o zona
echivalenta determinata in conformitate cu datele
hidrodinamice si epidemiologice corespunzatoare; sau

— in zonele interioare: intreaga zona de captare a apei
din ferma in care s-a confirmat infectarea cu virusul AlS;
in zonele extinse de captare a apei Autoritatea Nationala
Sanitard Veterinard si pentru Siguranta Alimentelor poate
sd limiteze extinderea zonei la parti ale zonei de captare,
cu conditia de a nu compromite impiedicarea raspandirii AlS.

1.4.4.2. O zona temporard de control trebuie stabilita, in
cazul suspicionarii prezentei virusului AlIS, pe baza
acelorasi criterii care au fost trasate pentru zona de
control.

1.4.4.3. O zona de supraveghere trebuie stabilita, daca
este necesar, de catre Autoritatea Nationala Sanitara
Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor in afara zonei de
control in sectoare in care este consideratda suficientd o
supraveghere mai putin intensa si trebuie sa corespunda cu:

— in zonele de coasta: o suprafata care in jurul zonei
de control se suprapune zonei ce acopera distanta
deplasarii mareei sau o suprafata care inconjoara zona de
control si este cuprinsa intr-un cerc cu raza de 10 km
pornind din centrul zonei de control ori o zona echivalentd,
determinata in conformitate cu datele hidrodinamice si
epidemiologice; sau

— in zonele intericare: daca este necesar, cu o0 zona
extinsa, situatda in afara zonei de control stabilite.

|.5. Vid sanitar si suprimarea zonelor stabilite

I.5.1. Autoritatea competenta din Romania se va asigura
ca toate fermele din cadrul zonelor de control fac obiectul
unei perioade corespunzatoare de vid sanitar dupd ce au
fost golite de peste si dezinfectate dupa cum este necesar.

Durata perioadei de vid sanitar in ferma in care s-a
confirmat infectarea cu AIS trebuie sa fie de cel putin
6 luni. Durata perioadei de vid sanitar pentru alte ferme
aflate in zone de control va fi determinatd de autoritatea
competentd, evaluandu-se riscul fiecarui caz.

Atunci cand toate fermele din zona de control sunt
golite, se vor aplica cel putin 6 saptdamani de vid sanitar
sincronizat.

in plus, autoritatea competentd poate decide asupra
instituirii vidului sanitar in fermele din zonele de
supraveghere stabilite.

[.5.2. Zonele de control stabilite nu pot fi suprimate si
repopulate pana cand toate fermele situate in aceste zone
nu au fost golite de peste, dezinfectate dupa cum este
necesar si supuse vidului sanitar in conformitate cu pct. 1.5.1.
Cand este efectuatd repopularea zonelor, zonele de control
trebuie transformate in zone de supraveghere, asa cum
este stabilit la pct. 1.4.4.3.

I.5.3. Zonele temporare de control stabilite nu pot fi
suprimate pana cand nu a fost exclusad suspiciunea de AlIS
in conformitate cu pct. 1.2.2. TIn cazul confirmarii AIS in
conformitate cu pct. 1.3, zona temporara de control va fi
transformata in zond de control.

I.5.4. Zonele de supraveghere stabilite nu pot fi
suprimate decat dupa 2 ani de la suprimarea zonei de
control.

|.6. Supravegherea oficiald ca urmare a suspiciunii sau
confirmarii AIS

I.6.1. Cu referire la art. 5 alin. (2) si la art. 6 din
Norma sanitara veterinara, aprobata prin Ordinul ministrului
agriculturii, alimentatiei si padurilor nr. 241/2002, ce
transpune Directiva 93/53/CEE, si pentru a stabili distributia
si evolutia bolii ca urmare a suspiciunii sau confirmarii AlS
intr-o ferma, un program oficial de supraveghere bazat pe
risc trebuie efectuat de autoritatea competenta ori de
serviciile calificate de sanatate a pestilor in toate fermele
situate in zona stabilitd, cu consultarea si sub controlul
autoritatii competente.
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[.6.2. Pentru scopul aplicarii unui astfel de program de
supraveghere oficiald, autoritatea competenta trebuie, daca
este necesar, printr-o inspectie la fata locului, sa identifice
toate fermele din zonele stabilite si sa faca un
recensamant oficial al tuturor speciilor, categoriilor si
numarului pestilor care sunt tinuti in ferme, incluzand si
cifrele de mortalitate.

1.6.3. in urma recensamantului oficial initial, fermele din
cadrul zonelor de control temporare stabilite, care contin
somonul de Atlantic (Salmo salar) sau orice altd specie la
care cea mai recentd editie a Codului O.LLE. de sanéatate a
animalelor acvatice se refera ca fiind susceptibila sau
potential purtatoare de AIS, trebuie sa raporteze autoritatii
competente, la fiecare 14 zile, date asupra mortalitatii.
Mortalitatea crescuta trebuie raportata zilnic si pe cusca.
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Autoritatea competentd trebuie sa investigheze orice
crestere semnificativa a mortalitatii intr-o ferma.

Daca suspiciunea este confirmata, toate fermele din
zonele de control stabilite trebuie sa raporteze saptamanal
autoritatii competente asupra mortalitatii, in fiecare zi si pe
fiecare cusca.

Fermele care se afla in zonele de supraveghere vor
raporta rata mortalitatii autoritatii competente la fiecare
14 zile.

In plus, inspectiile se vor efectua regulat timp de un an
in zonele prestabilite si cu frecventa precizate in tabelul
nr. 1. Cu toate acestea, cand conditile climatice fac ca
aceste inspectii sa nu fie posibile o perioada din an,
Autoritatea Nationala Sanitarda Veterinara si pentru
Siguranta Alimentelor poate stabili in planul de contingenta
alta frecventa pentru inspectii.

Programul de supraveghere oficiala

— Tabelul nr. 1 —

Numarul minim

Numérul minim de inspectii

Localizarea fermei de inspectii intr-un an dupa
intr-un an ce zona a fost
suprimata
Zona de control 12
Zona de supraveghere 6 6
Zona temporara de control 6

Programul de supraveghere va fi continuat pana cand zona va fi

suprimata.

[.6.4. Inspectiile, precum si selectia, colectarea,
prepararea si expedierea probelor trebuie efectuate potrivit
pet. 11.1, 11.2, 11.3 si 1l.4. Examinarea probelor trebuie facuta
in conformitate cu pct. Il si IV.

II. Inspectia si prelevarea probelor

II.1. Inspectia, selectia si colectarea probelor la o fermd
unde se suspecteaza prezenta AIS

[1.1.1. La inspectiile obisnuite efectuate in cadrul
programului de supraveghere oficiala descris la pct. 1.6 si
in fermele suspecte de infectarea cu anemia infectioasa a
somonului, toate echipamentele fermelor (custi, rezervoare
sau lacuri artificiale) vor fi inspectate pentru a se detecta
prezenta eventualelor cazuri de pesti morti, slabiti sau care
au un comportament anormal. Pe cat posibil, pestii morti
de curand (nedescompusi), slabiti sau cu comportament
anormal vor fi examinati pentru a detecta semnele clinice
sau pentru a efectua constatarea post-mortem a prezentei
anemiei infectioase a somonului, asa cum este descrisa in
actuala editie a Manualului O.I.E. pentru diagnosticul bolilor
animalelor acvatice.

II.1.2. Daca sunt observate semne clinice recente,
compatibile cu cele ale anemiei infectioase a somonului,
sau un inspector ori un medic veterinar are un alt motiv sa

suspecteze faptul ca pestele ar putea fi infectat, se va
colecta un numar de cel putin 10 pesti pentru examenul de
laborator. Pe cat posibil, probele se vor preleva din randul
cazurilor recente de mortalitate si al celor slabite sau cu
un comportament anormal. Dacd nu sunt suficienti pesti
care sa prezinte semne clinice, atunci numarul de probe va
fi completat cu pesti sanatosi, selectati din custi, rezervoare
sau lacuri artificiale care prezintd cel mai mare nivel de
mortalitate sau de pesti care aratd semne clinice de boala.

[1.1.3. Daca se observa cazuri recente de mortalitate,
slabire sau de comportament anormal, insd semnele clinice,
impreund cu constatarile post-mortem, nu sunt compatibile
cu semnele anemiei infectioase a somonului, recoltarea
probelor nu este obligatorie, desi aceste recoltari pot fi
cerute de inspectorul sau medicul veterinar pentru
efectuarea diagnosticului diferentiat.

[1.1.4. Acolo unde pestii proveniti din ape naturale sunt
suspectati ca fiind infectati cu anemia infectioasa a
somonului, Autoritatea Nationald Sanitara Veterinara si
pentru Siguranta Alimentelor se va asigura ca probele
corespunzatoare sunt prelevate si examinate prin metodele
clinice si de laborator adecvate, dupa cum este stabilit la
pct. I1—VI, pentru a exclude sau a confirma prezenta
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anemiei infectioase a somonului si pentru a aprecia daca
aparitia bolii prezintd o amenintare semnificativd pentru
ferma piscicola.

Il.2. Pregétirea probelor provenite de la pesti

II.2.1. Probele pentru examinarea histologicd trebuie
prelevate doar de la pesti care au fost ucisi de curand,
care aveau semnele clinice sau constatarile post-mortem
compatibile cu prezenta bolii. Se vor preleva probe din
orice leziune internd sau externd si, in orice caz, probe de
ficat, de rinichi median, inima si splina vor fi prelevate de
la fiecare peste, folosindu-se un bisturiu, si vor fi
transferate intr-o solutie salind de formol, tamponatda cu o
concentratie cuprinsa intre 8 si 10% (vol./vol.). Proportia
dintre fixator si tesut trebuie sa fie de cel putin 20:1 pentru
asigurarea unei conservari satisfacatoare a tesutului.

[1.2.2. Tesuturile pentru examinarea virusologica vor fi
prelevate de la toti pestii din esantion. Probele vor fi
recoltate in dublu exemplar pentru reconfirmarea
rezultatelor. Bucati de ficat, rinichi anterior, inima si splina
vor fi prelevate de la pesti, folosindu-se un instrument
steril, si vor fi transferate intr-un tub de plastic continand
9 ml solutie de transport, adica un mediu de cultura
celulara cu antibiotic. Este potrivita o combinatie de
12,5 pg ml' fungizona, 200 U.l. mlI"' polimixind B si
200 pg ml' kanamicind, dar se pot folosi si alte combinatii
a caror eficienta a fost demonstrata. Tesuturile prelevate
de la cel mult 5 pesti pot fi colectate intr-un singur tub
continand solutie de transport si reprezentate pe un singur
esantion. Greutatea unei probe de tesut va fi de 1,0 £ 0,5 g.

I1.2.3. Amprentele renale vor fi prelevate pentru testul
indirect cu anticorpi fluorescenti doar de la pesti care au
fost ucisi de curand, adica la cel mult doua ore de la
moarte. O bucata de rinichi median va fi prelevata de la
peste, folosindu-se instrumente sterile. Tesutul va fi
tamponat cu hartie absorbantd pentru a indeparta sangele
in exces, apoi se va presa in mod repetat pe o lamela
acoperitd cu poli-L-lizina. Amprentele individuale vor fi
alaturate, dar nu se vor suprapune, pentru a da o
continuitate campului celular. Séngele si lichidul tisular nu
reprezintd un material relevant pentru acest test. Trebuie
sa se evite ,scurgerea“ amprentei renale pe hartia
absorbantd pentru ca acest lucru poate produce coagularea
sangelui, fapt ce ar produce o mare cantitate de ser
proteic pe lamela pentru testare. Amprentele vor fi uscate
prin expunere la aer, apoi vor fi pastrate reci si uscate,
daca nu sunt fixate imediat. Fixarea trebuie sa se faca in
termen de 72 de ore din momentul amprentarii. Alternativ,
amprentele pot fi congelate si depozitate pentru maximum
o luna la temperatura de —20°C finainte de fixare.

[1.2.4. Pestii care prezinta semne de anemie pot fi
asomati si imediat |i se vor recolta probe de sange
heparinat pentru examenul hematologic, precum si pentru
masurarea hematocritului.

[1.2.5. Tesuturile pentru analizele PCR-RT vor fi
prelevate de la toti pestii din esantion. Se va preleva de la
peste o bucata din rinichiul anterior sau median si,

folosindu-se un instrument steril, se va transfera intr-un
microtub care contine 1 ml solutie pentru conservarea ARN
a carei eficacitate e dovedita. Tesuturile care provin de la
cel mult 5 pesti pot fi colectate intr-un singur tub cu solutie
conservanta, reprezentand o singurd proba. Greutatea unei
singure probe de tesut nu va avea mai mult de 0,5 g.
Cand pestele este prea mic pentru a se putea obtine o
proba din greutatea ceruta, bucatile de rinichi, inima,
splind, ficat sau cecumuri pilorice pot fi prelevate, in
aceasta ordine, pentru a obtine o proba de 0,5 g.

I1.3. Expedierea probelor prelevate de la peste

[1.3.1. Probele de sange si tuburile care contin tesuturi
de la peste pentru examinarea virusologicd sau pentru
analizele PCR-RT vor fi plasate in containere izolate (de
exemplu, cutii cu perete gros de polistiren), cu o cantitate
suficienta de gheata sau de baterii de refrigerare pentru a
asigura racirea probelor pe timpul transportului catre
laborator. Se va evita congelarea, iar la momentul receptiei
trebuie sa mai existe inca gheatad in cutia de transport a
recipientului sau una ori mai multe baterii de refrigerare
trebuie sa fie inca, partial sau complet, inghetate. in
circumstante exceptionale, probele destinate analizelor
PCR-RT si cele destinate examinarii virusologice pot fi
congelate si transportate la laborator la temperatura de
—20°C sau mai scazuta.

11.3.2. Lamelele pentru testul indirect cu anticorpi
fluorescenti trebuie sa fie expediate in suporturi pentru
lamele impreunda cu o cantitate suficienta de substanta
desicatoare pentru a pastra amprentele uscate si reci dupa
cum se indica mai sus.

[1.3.3. Daca tesuturile pestelui sunt transportate intr-o
substanta fixatoare pentru examenul histologic, acestea
trebuie sa fie expediate intr-un tub etans plasat intr-un
recipient rezistent la socuri, ca de exemplu in cutii de
polistiren cu peretii grosi.

1.3.4. in afara cazului cand probele au fost congelate,
examinarea virusologica trebuie sa inceapa cat mai curand
posibil si nu mai tarziu de 72 de ore de la colectarea
probelor. Probele pentru analizele de confirmare vor fi
stocate la temperatura de —20°C sau mai putin la sosirea
la laborator.

[1.3.5. Pestii intregi pot fi transportati la laborator daca
in timpul transportului sunt indeplinite toate cerintele de
temperatura descrise la pct. 11.3.1. Pestele intreg va fi
invelit in hartie absorbanta si expediat in pungd de plastic
la temperaturd scazuta, dupa cum s-a mentionat mai sus.

I1.3.6. Pestele viu poate fi, de asemenea, expediat, dar
numai sub supravegherea unui serviciu oficial.

[1.3.7. Pentru analizele PCR-RT ale tesutului conservat
in ARNilater, extractul de ARN trebuie transportat intr-un
anumit timp in functie de temperatura la care este stocat.
Aceste perioade sunt prezentate mai jos:

—37°C

—25°C

0 zi;
0 saptamana;
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—4°C 0 lung;

sub —20°C  nedefinit.

[1.3.8. Toate ambalarile si etichetarile trebuie sa fie
executate in conformitate cu prezentele reglementari
nationale si internationale de transport, dupa cum este
adecvat.

Il.4. Colectarea unui material de diagnostic suplimentar

Cu acordul laboratorului de diagnostic pot fi recoltate
alte tesuturi de la peste si pregatite pentru examinare
suplimentara.

lll. Examinarea virusologica

Il.1. Pregadtirea probelor

I11.1.1. Atunci cand apar dificultati practice care fac
imposibila inocularea celulelor in 72 de ore de la
colectarea probelor de tesuturi, este acceptata o congelare
a tesuturilor la temperatura de —80°C cel mult 28 de zile.
Tesutul trebuie congelat si decongelat doar o singura data
inaintea examinarii.

I11.1.2. Fiecare proba (tesuturi inundate in solutie de
transport) trebuie complet omogenizata, folosindu-se un
mixer, blender sau un mojar cu pistil, centrifugata la o
turatie de la 2.000 la 4.000 x g timp de 15 minute la o
temperaturd cuprinsa intre 0°C si 6°C, iar supernatantul va
fi filtrat (0,45 pm) si incubat impreund cu un volum egal
de amestec diluant corespunzator de antiser contra
serotipurilor indigene ale virusului necrozei pancreatice
infectioase, denumitd in continuare NP/ Titrul antiserului
trebuie sa fie de cel putin 1:2.000 intr-un test de
neutralizare pe lama de 50%. Amestecul va fi incubat timp
de o orad la temperatura de 15°C. Acesta reprezinta
inoculumul.

Tratarea tuturor jnocula cu ser antivirus contra NPI (un
virus care intr-o mare parte din Europa este prezent in
50% din probele de la peste) are ca scop prevenirea
aparitiei, pe culturi celulare inoculate, a efectului citopatic,
denumit in continuare ECP, prin dezvoltarea virusului NPI
in culturile celulare inoculate. Acest lucru va reduce durata
examinarilor virusologice, precum si numarul de cazuri in
care aparitia ECP va trebui considerata ca indicatoare
potentiald de virus AlS.

Atunci cand probele provin de la unitatile de productie
care sunt considerate libere de NPI, tratamentul aplicat la
inocula serului antivirusului de NPl nu este necesar.

Il.2. Inocularea culturilor celulare

Il1.2.1. Celulele de SHK-1 (80 pasaje sau mai putin) ori
celulele de TO vor fi cultivate intr-un mediu de L-15, care
contine 5% ser de fetus bovin, 2% (v/v) 200 mM de
L-glutamina si 0,08% (v/v) de 2-mercaptoetanol la 50 mM,
pe lame de cultura cu 12 sau 24 de godeuri. Celelalte
tulpini celulare ale caror eficacitate si sensibilitate sunt
dovedite pentru izolarea virusului AIS pot fi folosite, luandu-se
in considerare variatiile si abilitatea acestor linii de a se
reproduce in diferite tulpini celulare. Suspensia de organe
tratatd cu antiser trebuie inoculatd intr-o cultura celulara
tanara aflatd in faza de crestere activa, pentru a da o

dilutie finald de material tisular intr-un mediu de cultura la
1:1.000. Pentru fiecare suspensie de organe se vor adauga
40 pl inoculat intr-un godeu ce contine 2 ml de mediu de
culturd. Pentru a reduce riscul contaminarii incrucisate este
recomandat sa se foloseascd lame separate de 12 sau
24 de godeuri pentru probele provenite de la diferite locatii
de ferme piscicole.

[l.2.2. O lama trebuie lasatd neinoculatd pentru a servi
drept martor negativ. O altd lama va fi inoculatd cu un
izolat de referintd al virusului AlIS ca martor pozitiv, dupa
cum urmeaza: se vor inocula 100 yl de preparat al
virusului AIS (titrat minim 107 TCID 50 ml-') in primul
godeu si se amesteca bine. Un volum din acest material
va fi transferat din primul godeu pe cel de-al doilea pentru
a se obtine o dilutie de 1:10 bine amestecata. Aceasta
operatie se va repeta pe toate placile pentru a se obtine
6 dilutii 1:10. Stocul (preparatia mama) de virus AIS poate
fi pastrat la temperatura de —80°C pentru cel mult 2 ani,
dar in momentul decongelarii trebuie folosit in cel mult
3 zile. Notd: se va avea grija sa se previnda contaminarea
incrucisata a probelor cu materialul martorului pozitiv.
Pentru evitarea acestui risc, martorii pozitivi se vor aseza
separat si se vor manipula separat de lamele de testat.

[11.2.3. Probele trebuie incubate la temperatura de 14 + 2°C
pentru cel mult 15 zile.

I1.3. Examenul microscopic

Folosindu-se un microscop, se vor examina de doud ori
culturi celulare pentru decelarea ECP, prima data intre a 5-a
si a 7-a zi si apoi intre a 12-a si a 14-a zi dupa inoculare.
Daca un amestec prezinta ECP, se va initia imediat
procedura de identificare a virusului, dupa cum se arata la
pct. 111.6. Daca nu se observa nici o urma de ECP in a
14-a zi, se va executa un test de hemabsorbtie mentionat
la pct. Ill.4.

IIl.4. Hemabsorbtia

Reproducerea virusului AIS in culturi celulare nu are
intotdeauna ca rezultat aparitia ECP. De aceea, fiecare
godeu va face obiectul testului hemabsorbtiei descris mai
jos sau, alternativ, fiecare godeu va face subiectul unui
test |.F descris, mentionat la pct. I11.6.1.

I11.4.1. Mediul de cultura celulara va fi prelevat din
fiecare godeu, inclusiv martorii pozitivi si negativi, si fiecare
prelevare va fi pusa intr-un tub steril etichetat. Se vor
adauga in fiecare godeu 500 pl 0,2% (v/v) suspensie de
globule rosii spalate din sange de iepure sau cal ori o
suspensie de 0,05% (v/v) de globule rosii spalate din
sange de pastrav-curcubeu sau de somon de Atlantic si se
lasa la incubat la temperatura camerei timp de 45 de minute.
Celulele rosii vor fi indepartate si fiecare godeu va fi spalat
de cate doua ori cu mediul L-15. Fiecare godeu va fi
examinat la microscop.

Ill.4.2. Prezenta ciorchinelui de globule rosii aderand la
suprafata celulelor de SHK-1 sau TO va indica prezenta
probabila a infectiei cu ortomyxovirus. Daca testul
hemabsorbtiei este pozitiv, se va executa imediat un test
de identificare cu virus, dupa cum este mentionat la
pct. 111.6.



MONITORUL OFICIAL AL ROMANIEI, PARTEA |, Nr. 327/11.1V.2006 13

.5. Subcultivare sau reinsaméntare

l1.5.1. Subcultivarea se va efectua intre a 13-a si a 15-a
zi. Se vor adauga 225 pl supernatant de cultura in
godeurile care contin celule proaspete de SHK-1 in faza
activa de crestere, pe lame de 12 godeuri, apoi se lasa la
incubat, la temperatura de 14 = 2°C cel mult 18 zile.
Folosindu-se un microscop, culturile celulare se vor
examina de doua ori pentru ECP, intre cea de-a 5-a si
cea de-a 7-a zi si intre cea de-a 14-a si cea de-a 18-a zi
dupa inoculare. Daca vreun amestec prezinta ECP, imediat
va fi initiatd procedura de identificare a virusului mentionata
la pct. 111.6. Dacd nu se observa prezenta ECP intre cea
de-a 14-a si cea de-a 18-a zi, se va executa un test de
hemabsorbtie, dupda cum se prevede la pct. 11l.4.

I11.5.2. Daca se produce un efect citotoxic in primele
7 zile de incubare, subcultivarea se va executa in acest
stadiu si celulele trebuie incubate 14—18 zile si
subcultivate din nou cu inca o incubare de 14—18 zile.
Daca efectul citotoxic apare dupa 7 zile, subcultivarea se
va mai executa o singurd datd si celulele vor fi incubate
pentru a se obtine un total de 28—36 de zile de incubare
de la prima inoculare.

l11.5.3. Daca apare contaminarea bacteriand in cultura
primara, testul trebuie reluat folosindu-se omogenatul de
tesut stocat la temperatura de —80°C. Inaintea inocularii
omogenatul de tesut este centrifugat la 4.000 x g timp de
30 de minute la o temperatura cuprinsa intre 0 si 6°C si
supernatantul este filtrat la 0,22 ym. Daca contaminarea
bacterianad apare in timpul subcultivarii, supernatantul va fi
filtrat la 0,22 pm, inoculat pe celule proaspete si incubat
inca 14—18 zile.

IIl.6. Testele de identificare a virusului

Daca se observa ECP in orice stadiu sau daca testul
hemabsorbtiei este pozitiv, se va efectua identificarea
virusului. Metodele de identificare a virusului AlS disponibile
sunt: testul imunofluorescentei IF, mentionat la pct. 111.6.1,
si testul PCR-RT, mentionat la pct. IV. Daca se
considera ca pot fi prezente alte virusuri se recomanda
efectuarea unor teste suplimentare pentru identificarea
acestora. Daca aceste teste nu permit identificarea cu
precizie a virusului in mai putin de o saptamana,
supernatantul trebuie expediat catre un laborator national
de referintd sau catre un laborator de referinta al Uniunii
Europene specializat in bolile pestelui pentru a se identifica
imediat virusul.

I11.6.1. Imunofluorescenta (IF)

I11.6.1.1. Celulele SHK-1 (80 pasaje sau mai putin) sau
celulele de TO vor fi cultivate intr-un mediu L-15 care
contine: 5% ser de fetus bovin, 2% (v/v) de L-glutamina
la 200 mM si 0,08% (v/v) de 2-mercaptoetanol la 50 mM
in 24 sau 96 godeuri, cu o densitate care sa produca o
confluentd mai mare de 50%. Pot fi, de asemenea, folosite
alte linii celulare sau medii de crestere cu eficacitate
dovedita. Se vor adauga 225 ul de supernatant de cultura
ce se presupune a fi infectatd cu virus in fiecare din cele
douad godeuri, se amesteca si se transfera 225 ul pe

urmatoarele doud godeuri la o dilutie de 1:5. Doua godeuri
suplimentare vor fi lasate neinoculate pentru a servi drept
martor. Probele de la fiecare ferma piscicola vor fi lucrate
pe lame separate, la fel si cele care servesc drept martori.
Virusul se controleaza folosindu-se un izolat de referinta al
virusului AlS.

[11.6.1.2. Lamelele vor fi incubate la 14+2°C si
examinate microscopic in timp de cel mult 7 zile. Daca se
observa ECP intr-un stadiu incipient sau daca acest lucru
nu apare in timpul celor 7 zile, urmatoarea etapa va fi
fixarea. Pentru aceasta, godeurile vor fi spalate cu PBS si
fixate prin incubare cu acetona 80% timp de 20 de minute
la temperatura camerei. Lamelele vor fi uscate la aer si
colorate imediat sau stocate la o temperatura cuprinsa
intre 0 si 6°C pentru maximum 24 de ore inainte de
colorare.

[11.6.1.3. Duplicatele godeurilor vor fi colorate cu
anticorpi monoclonali 3H6F8 de virusul AIS sau orice alt
anticorp monoclonal ale carui eficacitate si specificitate au
fost dovedite, diluate in PBS si incubate la temperatura de
37 + 4°C timp de 30 de minute. Anticorpii monoclonali vor
fi indepartati si lamelele vor fi spalate de trei ori cu Tween
20 0,05% in PBS. Conjugatul IgG marcat cu FITC
(izotiocianat de fluoresceind) antisoarece diluat in PBS
trebuie adaugat in fiecare godeu si incubat la temperatura
de 37 + 4°C timp de 30 de minute. Nota: dilutile de la
loturi diferite de anticorpi monoclonali si conjugatul FITC
trebuie optimizate in fiecare laborator.

I11.6.1.4. Godeurile trebuie examinate imediat, folosindu-se
un microscop inversat, echipat pentru examinarea
fluorescentei cu un filtru corespunzator pentru stimularea
FITC. Un test este considerat pozitiv daca se observa
celule flourescente. Pentru ca un test sa fie valid trebuie
ca martorii pozitivi sa dea un rezultat pozitiv, iar cei
negativi rezultat negativ.

IV. Examinarea probelor prin PCR-RT

IV.1. Aceasta sectiune descrie procedura ceruta pentru
amplificarea PCR a unei parti a segmentului 8 al
genomului virusului AlS care poate fi efectuata pe tesut de
peste sau in cultura de virus AIS.

IV.1.1. Extractia ARN

a) Se indeparteazad ARNlater de pe fiecare proba. Se
adauga 1 ml de apa distilatd tratatd cu DEPC in fiecare
tub, iar apoi toate tuburile vor fi centrifugate la 13.000 rpm
timp de 5 minute la o temperaturd cuprinsa intre 0 si 6°C.

b) Se va indeparta supernatantul de pe fiecare proba,
apoi se vor adauga 800 pl TRIzol (Invitrogen) sau un alt
reactiv, care s-a dovedit a fi echivalent sau mai eficient,
pe fiecare proba si intr-un tub continand material de
control corespunzator (400 ul de apa distilata sau
omogenat de rinichi prelevat de la pestii indemni de
organisme patogene). Daca este necesar, tesuturile vor fi
disociate prin pipetari repetate. Tuburile vor fi incubate la
temperatura camerei timp de 5 minute. Se vor adauga in
fiecare tub cate 160 pl de cloroform, acestea vor fi foarte
bine agitate timp de 3 minute, apoi vor fi centrifugate la



14 MONITORUL OFICIAL AL ROMANIEI, PARTEA I, Nr. 327/11.1V.2006

13.000 rpm timp de 15 minute, la o temperatura cuprinsa
intre 0 si 6°C.

c) Stratul apos superior va fi transferat intr-un microtub
de 1,5 ml etichetat, continand 500 pl izopropanol, si
tuburile vor fi incubate timp de 10 minute la temperatura
camerei, apoi centrifugate la 6.500 rpm timp de 15 minute
la o temperatura cuprinsa intre 0 si 6°C.

d) Supernatantul va fi indepartat si se va adauga 1 ml
etanol 75% pe tableta de ARN. Tuburile vor fi apoi
centrifugate la 6.500 rpm timp de 15 minute, la o
temperatura cuprinsa intre 0 si 6°C.

e) Supernatantul se indepérteaza, iar tuburile vor fi
|asate deschise aproximativ 3 minute pentru a permite
etanolului rezidual sa se evapore. Se vor adduga 15 ul de
apa distilata tratatda cu DEPC pentru a suspenda din nou
granula si, daca este necesar, se supune unei scurte
centrifugari.

f) Se va folosi un spectrofotometru pentru a se calcula
concentratia de ARN, precum si gradul de puritate al
probelor. Densitatile optice se masoara la 260 si 290 nm.

g) ARN-ul care trebuie folosit imediat (in aceeasi zi)
poate fi totusi stocat temporar la o temperatura cuprinsa
intre 0 si 6°C. ARN care nu este utilizat imediat va fi
stocat la temperatura de —80°C.

IV.1.2. Transcriptia inversa (RT)

a) Vor fi diluate 2 pyg de ARN in apa distilata tratata
cu DEPC fintr-un tub de 1,5 ml. Cand concentratia de ARN
a unei probe este prea mare pentru a permite utilizarea a
2 pg in reactia RT, se va utiliza cantitatea maxima posibila
de ARN. ARN diluat va fi incubat la o temperatura
cuprinsa intre 55 si 60°C timp de 10 minute.

b) Tuburile care contin ARN vor fi plasate pe gheata si
se vor adauga reactivi RT pentru a da concentratia finala
de 1 xtampon, 1 mM dNTPs, 100 ng hexamer aleatoriu,
20 U RNase inhibitor si 200 U MMLV-TR in volum total
de 20 pl.

¢) Tuburile vor fi incubate la temperatura de 37°C timp
de o ora.

d) ADNc va fi stocat la o temperatura cuprinsa intre 0
si 6°C atata timp cat este necesar si va fi utilizat in PCR
cat de curand este posibil.

IV.1.3. PCR

a) Se vor adauga 5 pl de ADNc la 45 pl amestec PCR
pentru a da concentratia finala de 1 xtampon 1,5 mM
MgCl2, 0,2 mM pentru fiecare dNTP, 25 pmol pentru
fiecare primer si 1 U de Taq polimeraza. Primerii sunt:
ISA+(5-GGC-TAT-CTA-CCA-TGA-ACG-AAT-C-3’) (primerul
sens) si ISA-(5’-GCC-AAG-TGT-AAG-TAG-CAC-TCC-3’)
(primerul contrasens). Controalele negative pentru
extragerea RT si PCR trebuie sa fie realizate.

b) Tuburile vor fi plasate intr-un termociclu programat la
temperatura de 94°C timp de 5 minute, urmand apoi 35 de
cicluri la 94°C timp de un minut, la 55°C timp de un
minut, la 72°C timp de un minut, cu o incubatie finala la
72°C timp de 5 minute.

c) Rezultatul PCR va fi evaluat in urma electroforezei,
folosindu-se un gel de agar 2% colorat cu bromura de
etidium si incluzdnd semne paralele marcate de-a lungul
probelor si controlul negativ pentru etapele RT si PCR. Un
singur produs de PCR de 155 pb va fi considerat un
indicativ pentru prezenta ARN al virusului AlS. Probele
care contin un produs suplimentar de 310 pb vor fi, de
asemenea, considerate a contine ARN al V virusului AIS.
Probele care produc produse multiple PCR, incluzand cel
putin unul de aproximativ 155 pb, pot contine ARN al
virusului AlS. Acestea pot fi investigate in continuare,
folosindu-se probele de ADN sau secventa nucleotidelor.

IV.1.4. Confirmarea prin PCR a virusului AlS izolat in
cultura tisulara

Daca un efect citopatic (ECP) complet a fost observat
in cursul examinarii virusologice a probelor de tesut in
celulele SHK-1, se vor indeparta 400 ul de supernatant de
pe godeu si vor fi puse intr-un tub steril de 1,5 ml. Se va
extrage ARN din aceastd proba, dupd cum s-a aratat la
pct. 1ll.1, si se va efectua testul PCR-RT. Daca sunt
folosite culturi fara CPE complet, supernatantul va fi
indepartat, celulele vor fi razuite de pe suprafata godeului
sau flaconului si plasate intr-un tub steril de 1,5 ml pentru
a se extrage ARN si a se efectua un test PCR-RT.

IV.1.5. Confirmarea produselor de PCR cu ajutorul
probelor ADN

a) Specificitatea unui produs PCR de 155 pb poate fi
evaluata prin probarea unei oligonuclectide care hibrideaza
intr-o regiune a produsului PCR, excluzandu-se. Produsele
PCR vor face obiectul electroforezei in gel de agar 1%, in
paralel cu marcarea marimii si cu un control pozitiv si unul
negativ pentru etapele RT si PCR.

b) ADN va fi supus reactiei Southern-blot pe o
membrana Si oligonucleotidele marcate
(5’-CGGGAGTTGATCAGACATGCACTGA AGGTG-3’) vor fi
incubate cu membrand, dupa etapele corespunzatoare
prehibridarii.

c) Probele nefixate si cele fixate nespecific vor fi
spalate de pe membranad, iar probele fixate vor fi
vizualizate.

d) Probele fixate pe un fragment de 155 pb (si 310 bp
daca este prezent) vor fi evidentiate pentru specificitatea
PCR si indicd faptul ca ARN virusul AIS a fost prezent in
proba.

IV.1.6. Secventierea nucleotidica a produselor PCR

Specificitatea produselor de PCR poate fi evaluata prin
examinarea secventei nucleotidelor din produsul PCR de
155 pb.

a) Produsul PCR va fi curatat de gel de agar sau de
solutie.

b) Fragmentul va fi secventiat, folosind aceiasi primeri
ca cei utilizati pentru reactia PCR sau primeri vectori, daca
fragmentul a fost clonat intr-un vector inaintea secventierii.

c) Secventa nucleotidelor va fi comparatda cu cea a
segmentului 8 al virusului AlS, disponibila in baza de date
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EMBL pentru secvente nucleotidice (la numerele de acces
Y10404, AJ012285, AJ242016).

d) Prezenta secventei corespunzatoare celei a
segmentului 8 al virusului AlS este o dovada a faptului ca
proba contine ARN al virusului AlS.

V. Examinarea amprentelor renale prin testul IAF

V.1. Urmatorul protocol a fost stabilit pentru examinarea
amprentelor renale prin testul IAF

V.2. Prepararea si colorarea amprentelor

V.2.1. Lamelele vor fi fixate in acetonda sau in
metanol/acetona (1:1) timp de 3 minute si apoi uscate in
aer. Inainte de colorare fiecare lameld va fi examinata, iar
zonele corespunzatoare ale fiecarei lamele vor fi incercuite
cu ajutorul unui creion ImmEdge™ sau cu unul similar
acestuia si lasate sa se usuce in aer. Lamelele vor fi apoi
plasate intr-o solutie de blocare (lapte smantanit 6% in
PBS continand Tween 20 0,2%) si incubate impreuna cu o
agitare usoara timp de 30 de minute la temperatura
camerei. Fiecare lamela va fi uscatd si plasatd orizontal
intr-o cutie glisiera care contine hartie umeda pentru a
mentine o atmosfera umeda.

V.2.2. Fiecare amprenta va fi acoperitd cu o solutie de
anticorp monoclonal 3H6F8 contra virusului AlIS (sau orice
alt anticorp cu eficacitate si specificitate dovedite) si cutia
glisiera va fi inchisa si incubatd cu agitare timp de
60 de minute la temperatura camerei. in mod normal,
anticorpul va fi diluat 1:10 si 1:100 in lapte smantanit 1%,
insa dilutia reald trebuie determinata pentru fiecare lot.
Lamelele vor fi spalate de cate 3 ori timp de doua minute
in PBS continand 0,1% Tween 20. Fiecare amprenta va fi
acoperita cu o solutie contindnd conjugat de capra
antisoarece colorat FITC, diluat 1:1.000 in lapte smantanit
1%, si incubatd intr-o atmosfera umeda timp de 60 de
minute la temperatura camerei. Lamelele vor fi spalate de
cate 3 ori timp de doua minute in PBS continand 0,1%
Tween 20. Fiecare lamela va fi acoperitd cu o solutie de
Citifluortm [500 pl Citifluortm amestecat cu 1,5 ml de
Tween 20 0,1% (v/v) in PBS] sau cu orice alt mediu de
fixare potrivit, timp de 10 minute. Lamelele vor fi spalate
de 3 ori in PBS continand 0,1% Tween 20. Daca este
necesara o contracoloratie, fiecare amprenta poate fi
acoperita cu iodura de propidium (0,01 mg/ml) in PBS
continand 0,1% Tween 20 si incubata timp de 3 minute la
temperatura camerei. Lamelele vor fi spalate de 3 ori cate
doud minute in PBS contindnd 0,1% Tween 20. Lamelele
vor fi uscate si fixate in Citifluortm sau in orice alt mediu
de fixare potrivit. Lamelele vor fi stocate in intuneric la
temperatura de 4°C inainte de examinarea la microscop.

V.3. Examinarea la microscop folosind fluorescenta

Fiecare lamela va fi examinata la un microscop adecvat
pentru epifluorescenta, folosindu-se un filtru potrivit care va
excita FITC producand un verde caracteristic, fluorescent.
Toate campurile din zonele definite de creionul ImmEdge™
vor fi examinate sub obiective x 10 si x 20 si zonele
suspecte (cele care prezinta un verde fluorescent) vor fi in
continuare examinate sub un obiectiv x 40 si cu iluminare
fluorescenta/faza pentru a se asigura ca fluorescenta este

bine localizata in celule. Coordonatele zonelor suspecte vor
fi inregistrate pentru o confirmare ulterioara a naturii
fluorescentei de catre un al doilea examinator. Dupa citirea
primului examinator, lamelele care sunt pozitive sau cele
suspecte vor fi reexaminate de un al doilea examinator si
rezultatele confirmate.

V.4. Controlul

V.4.1. Trebuie efectuate 3 tipuri de controale pentru
fiecare lot de lamele colorate pentru TIAF:

— amprentele renale de la somonul de Atlantic
neinfectat (control negativ);

— culturile celulare SHK-1 neinfectate sau orice alte
culturi celulare sensibile (control negativ);

— culturile celulare SHK-1 afectate de virusul AIS sau
orice alte culturi celulare sensibile (control pozitiv).

V.4.2. Daca este posibil, se recomanda ca o amprenta
renald de la un somon de Atlantic infectat cu virusul AlS
sa fie supusa unui control pozitiv suplimentar.

V.4.3. Daca un rezultat pozitiv este obtinut in orice
control negativ, testul este considerat invalid pentru toate
lamelele care compun acel lot. Daca toate lamelele din lot,
supuse unui control pozitiv, sunt negative, testul este
considerat invalid pentru toate lamelele care compun lotul
respectiv. in cazul nereusitei controlului unui lot de lamele,
acesta va fi distrus si se va efectua o retestare folosindu-se
duplicatele de amprente.

V.5. Examinarea altor tesuturi

Aceasta tehnica poate fi aplicata altor tesuturi de peste,
cum ar fi ficatul, splina si inima, cu conditia ca o cantitate
corespunzatoare de celule endoteliale, leucocite sau
limfocite sa poata fi depozitata pe lameld. Procedura
standard ramane aceeasi pentru fiecare tesut, desi pentru
unele tesuturi este de preferat omiterea coloratiei cu iodura
de propidium recurgand la iluminarea in faze pentru
identificarea tipului de celule prezente pe amprenta.

VI. Histologia

Sectiunile incluse in parafina vor fi taiate la 5 pym si
colorate, folosindu-se hematoxilina si eosina. Schimbarile
histologice asociate cu AIS sunt descrise in editia curenta
a ,Manualului OIE de diagnostic al bolilor animalelor
acvatice®.

VIl. Acronime si abrevieri

ADNc Acid deoxiribinucleic complementar
ECP Efect citopatic

DEPC Dietilpropocarbonat

dNTP Deoxinucleotida trifosfat

IF Imunofluorescenta

TIAF Testul indirect cu anticorpi fluorescenti

OIE Oficiul International de Epizootii

VNPI Virusul necrozei pancreatice infectioase

PBS Tampon fosfat salin

ARN Acid ribonucleic

PCR-RT Reactia lantului polimeric (transcriptia
reversibila)

SHK-1 Celulele de rinichi anterior de somon

TCID50 Doza infectanta pentru 50%

din culturile celulare
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MINISTERUL AGRICULTURII, PADURILOR S| DEZVOLTARII RURALE

ORDIN

privind completarea anexei la Ordinul ministrului agriculturii, padurilor si dezvoltarii rurale
nr. 149/2005 pentru aprobarea Listei cuprinzénd agentiile autorizate de clasificare a carcaselor

de porcine, bovine si ovine, cu completarile ulterioare

Avand in vedere prevederile art. 9 alin. (2) din Hotdrarea Guvernului nr. 267/2004 privind instituirea Sistemului de

clasificare a carcaselor de porcine, bovine si ovine, cu modificarile si completarile ulterioare,

vazand propunerile privind agentile de clasificare, facute de Comisia de clasificare a carcaselor de porcine, bovine
si ovine si transmise prin Procesul-verbal nr. 44/2006, precum si Referatul de aprobare nr. 100.460 din 5 aprilie 2006,
in temeiul Hotaréarii Guvernului nr. 155/2005 privind organizarea si functionarea Ministerului Agriculturii, Padurilor si

Dezvoltarii Rurale, cu modificarile si completarile ulterioare,

ministrul agriculturii, padurilor si dezvoltarii rurale emite urmatorul ordin:

Art. . — Anexa la Ordinul ministrului agriculturii, publicat in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea I, nr. 214
padurilor si dezvoltarii rurale nr. 149/2005 pentru din 14 martie 2005, cu completarile ulterioare, se
aprobarea Listei cuprinzand agentiile autorizate de completeaza cu trei noi pozitii, pozitile 15, 16 si 17, cu

clasificare a carcaselor de porcine, bovine si ovine, urmatorul cuprins:

»,15. Societatea Comerciala MATEMAR ZOOTEC 18464798 Pitesti, Str. Garlei bl. P16A, sc. A, ap. 3, judetul

CLAS — S.R.L. Arges
16. Societatea Comerciala ZOO EXPERT — S.R.L. 17384089 Satul Ucea de Jos nr.

S.R.L. et. 8, ap. 123, sectorul 1*

1A, corpul A, ap. 1,
comuna Ucea, judetul Brasov

17. Societatea Comerciala RALEX CONCEPT — 18429596 Bucuresti, Str. Lastarisului nr. 28, bl. B2, sc. C,

Art. Il. — Prezentul ordin se publica in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea I.

Ministrul agriculturii, padurilor si dezvoltarii rurale,
Gheorghe Flutur
Bucuresti, 5 aprilie 2006.
Nr. 232.

*

RECTIFICARI

Tn Monitorul Oficial al Romaniei, Partea |, nr. 220 bis din 10 martie 2006 se face urmatoarea rectificare

(care apartine Redactiei ,Monitorul Oficial, Partea I”):

— Procedura de implementare a Programului de dezvoltare si modernizare a activitatilor de comercializare a
produselor si serviciilor de piatd, anexa la Ordinul presedintelui Agentiei Nationale pentru intreprinderi Mici si
Mijlocii si Cooperatie nr. 54/2006, se va citi ca anexa la Ordinul presedintelui Agentiei Nationale pentru
Intreprinderi Mici si Mijlocii si Cooperatie nr. 55/2006, iar Procedura de implementare a Programului national
multianual pe perioada 2006 —2009 pentru sustinerea accesului microintreprinderilor si a intreprinderilor mici la
servicii de instruire si consultanta, anexa la Ordinul nr. 55/2006, se va citi ca anexa la Ordinul nr. 54/2006.
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