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DIRECTIVA DO CONSELHO
de 26 de Junho de 1990

relativa as condicées de policia sanitaria que regem a circulacio de
equideos e as importacoes de equideos provenientes de paises
terceiros

(90/426/CEE)

O CONSELHO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Econémica Euro-
peia e, nomeadamente, o seu artigo 43.°,

Tendo em conta a proposta da Comissdo (1),
Tendo em conta o parecer do Parlamento Europeu (?),
Tendo em conta o parecer do Comité Econdmico e Social (3),

Considerando que os equideos, enquanto animais vivos, sdo incluidos
na lista dos produtos enumerados no anexo Il do Tratado;

Considerando que, a fim de assegurar um desenvolvimento racional da
producdo de equideos e de assim aumentar a produtividade do sector, é
necessario fixar, a nivel comunitario, as regras que regem a circulagdo
de equideos entre Estados-membros;

Considerando que a criagdo de equideos, em especial de cavalos, se
integra, geralmente, no ambito das actividades agricolas; que a mesma
constitui uma fonte de rendimentos para uma parte da populagdo agri-
cola;

Considerando que ¢ conveniente eliminar as disparidades existentes nos
Estados-membros em matéria de policia sanitaria, de modo a favorecer
as trocas intracomunitarias de equideos;

Considerando que, para permitir um desenvolvimento harmonioso das
trocas intracomunitarias, é necessario definir um regime comunitario
aplicavel as importagdes provenientes de paises terceiros;

Considerando que é conveniente, no que se refere aos equideos regista-
dos acompanhados de um documento de identificagdo, regular igual-
mente as condi¢des da sua circulagdo no territorio nacional,

Considerando que, para participar nas trocas, os equideos devem satis-
fazer certos requisitos de policia sanitdria destinados a evitar a propa-
gacdo de doengas contagiosas; que se afigura ser particularmente opor-
tuno prever uma possivel regionalizacdo das medidas restritivas;

Considerando que, com o mesmo objectivo, ¢ igualmente conveniente
fixar as condi¢des relativas ao transporte;

Considerando que, para garantir o respeito dos requisitos previstos, se
revela necessario prever a emissdo de um certificado sanitario por um
veterinario oficial, destinado a acompanhar os equideos até ao local de
destino;

Considerando que a organizagcdo e o seguimento a dar aos controlos
efectuados pelo Estado-membro de destino e as medidas de salvaguarda
a aplicar devem ser fixados no ambito da regulamentagdo a adoptar para
os controlos veterinarios nas trocas intracomunitarias de animais vivos
na perspectiva da realizagdo do mercado interno;

(') JO n.° C 327 de 30. 12. 1989, p. 61.
() JO n.° C 149 de 18. 6. 1990.
() JO n.° C 62 de 12. 3. 1990, p. 46.
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Considerando que ¢ conveniente prever a possibilidade de controlos da
Comissdo; que esses controlos devem ser efectuados em colaboracdo
com as autoridades nacionais competentes;

Considerando que a definicdo de um regime comunitario aplicavel as
importacdes provenientes de paises terceiros pressupde o estabeleci-
mento de uma lista de paises terceiros, ou de partes de paises terceiros,
a partir dos quais podem ser importados equideos;

Considerando que a escolha destes paises deve ser baseada em critérios
de ordem geral, tais como o estado sanitario do gado, a organizagdo e os
poderes dos servicos veterinarios e a regulamentagdo sanitaria em vigor;

Considerando que além disso importa ndo autorizar as importagdes de
equideos provenientes de paises infectados, ou indemnes desde ha
pouco tempo, por doencas contagiosas dos animais que apresentam
um risco para o efectivo da Comunidade; que o mesmo se aplica as
importacdes provenientes de paises terceiros onde € efectuada vacinagao
contra essas doengas;

Considerando que as condic¢des gerais aplicaveis as importagdes prove-
nientes de paises terceiros devem ser completadas por condicdes espe-
ciais, estabelecidas em funcdo da situacdo sanitaria de cada um dos
mesmos; que o caracter técnico e a diversidade dos critérios em que
se devem basear estas condicdes especiais exigem para a sua definicdo o
recurso a um procedimento comunitario flexivel e rapido, no decurso do
qual se verifique uma estreita colaboragdo entre a Comissdo ¢ os Esta-
dos-membros;

Considerando que, quando da importacdo de equideos, a apresentacao
de um certificado conforme com um modelo comum constitui um dos
meios eficazes para verificar a aplicacdo da regulamentacio comunitaria;
que esta regulamentacdo pode incluir disposi¢des especiais susceptiveis
de variar consoante o pais terceiro e que esse facto deve ser tomado em
consideracdo ao estabelecer-se os modelos do certificado;

Considerando que ¢ conveniente encarregar peritos veterinarios da Co-
munidade da verificacdo, nomeadamente nos paises terceiros, do cum-
primento dos requisitos da presente directiva;

Considerando que o controlo da importagdo deve incidir sobre a origem
e o estado sanitario dos equideos;

Considerando que as regras gerais aplicaveis aos controlos a efectuar
aquando da importagdo devem ser definidos num contexto global,

Considerando que qualquer Estado-membro deve ter a possibilidade de
proibir imediatamente as importacdes provenientes de um pais terceiro
sempre que estas possam apresentar um perigo para a saide dos ani-
mais; que, nesse caso € necessario, sem prejuizo de eventuais alteragdes
da lista dos paises autorizados a exportar para a Comunidade, assegurar
imediatamente a coordenacgdo da atitude dos Estados-membros em rela-
¢do a esse pais terceiro;

Considerando que as disposicdes da presente directiva deverdo ser re-
vistas no ambito da realizacdo do mercado interno;

Considerando que ¢ necessario prever um procedimento que institua
uma cooperacao estreita e eficaz entre os Estados-membros e a Comis-
sdo no seio do Comité Veterinario Permanente,

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:
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CAPITULO 1

Disposicoes gerais

Artigo 1.°

A presente directiva define as condi¢des de policia sanitaria que regem a
circulacdo de equideos entre Estados-membros e as importagdes de
equideos provenientes de paises terceiros.

Artigo 2.°

Para efeitos da presente directiva, entende-se por:

a)

b)

d)

g)

h)

«Exploragdo»: o estabelecimento agricola ou de treino, a cavalariga
ou, de um modo geral, qualquer local ou instalagdo em que os
equideos sdo mantidos ou criados da forma habitual, qualquer que
seja a sua utilizacdo;

«Equideos»: os animais domésticos ou selvagens das espécies equina
— incluindo as zebras — e asinina ou animais resultantes dos seus
cruzamentos;

«Equideos registados»: qualquer equideo registado, tal como defi-
nido na Directiva 90/427/CEE (), identificado através de um docu-
mento de identificagdo emitido pela autoridade de criagdo ou qual-
quer outra autoridade competente do pais de origem do equideo
responsavel pelo livro genealogico ou pelo registo da raca desse
equideo ou qualquer associacdo ou organizacdo internacional respon-
savel por cavalos para concursos ou corridas;

«Equideos de talho»: os equideos destinados a serem conduzidos ao
matadouro, directamente ou apds passagem por um mercado ou
centro de concentracdo aprovados, para ai serem abatidos;

«Equideos de criagdo e de rendimento»: os equideos que ndo os
mencionados nas alineas c) e d);

«Estado-membro ou pais terceiro indemne de peste equina»: qual-
quer Estado-membro ou pais terceiro em cujo territério nenhuma
evidéncia clinica, serologica (nos equideos ndo vacinados) ou epide-
miologica permitiu constatar a existéncia de peste equina durante os
ultimos dois anos e no qual a vacinagdo contra esta doenca nao foi
efectuada durante os ultimos doze meses;

«Doengas de declaragdo obrigatdrian: as doencas mencionadas no
anexo A;

«Veterinario oficial»: o veterinario designado pela autoridade central
competente do Estado-membro ou de um pais terceiro;

«Admissdo temporarian: o estatuto de um equideo registado prove-
niente de um pais terceiro e autorizado a permanecer no territorio da
Comunidade durante um periodo inferior a noventa dias, a fixar pela
Comissao de acordo com o procedimento previsto no artigo 24.° em
fungdo da situagdo sanitaria do pais de origem.

(1) JO n.° L 224 de 18. 8. 1990, p. 55.
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CAPITULO 11

Regras para a circulacio de equideos

Artigo 3.°

Um Estado-membro apenas autorizara a circulacdo de equideos regista-
dos no seu territério e apenas expedira equideos para o territério de
outro Estado-membro se estes preencherem as condi¢des previstas nos
artigos 4.° ¢ 5.°

Todavia, as autoridades competentes dos Estados-membros de destino
podem conceder derrogacdes gerais ou limitadas para a circulagdo de
equideos:

— que sejam montados ou conduzidos, para fins desportivos ou recrea-
tivos, em estradas que se encontrem na proximidade das fronteiras
internas da Comunidade,

— que participem em manifestacdes culturais ou afins ou em activida-
des organizadas por organismos locais habilitados situados na pro-
ximidade das fronteiras internas da Comunidade,

— destinados exclusivamente ao pasto ou ao trabalho, a titulo tempo-
rario, na proximidade das fronteiras internas da Comunidade.

Os Estados-membros que fizerem uso desta autorizagdo deverdo infor-
mar a Comissdo do teor das derrogacdes concedidas.

Artigo 4.°

1.  Os equideos ndo devem apresentar qualquer sintoma clinico de
doenca aquando da inspec¢do. A inspec¢do deve ser efectuada nas
quarenta e oito horas anteriores ao embarque ou carregamento dos
equideos. Contudo, para os equideos registados, esta inspeccdo, sem
prejuizo do artigo 6.°, s6 é exigida no caso das trocas intracomunitarias.

2. Sem prejuizo dos requisitos previstos no n.° 5 para as doencgas de
declaragdo obrigatdria, o veterinario oficial deve, durante a inspecgao,
verificar que nenhum facto — inclusive a partir das declaragdes do
proprietario ou do criador — permite concluir que os equideos estive-
ram em contacto com equideos que apresentem uma infec¢do ou doenca
contagiosa no decurso dos quinze dias anteriores a inspeccao.

3. Os equideos ndo devem ser destinados a elimina¢@o no ambito de
um programa de erradicacdo de uma doenca contagiosa aplicado num
Estado-membro.

4.  Os equideos devem ser objecto de uma identificacdo que devera
ser efectuada:

i) No que se refere aos cavalos registados, através do documento de
identificagdo previsto na Directiva 90/427/CEE ('), documento esse
que deve designadamente comprovar a observancia dos n.°s 5 ¢ 6 do
artigo 5.° A validade desse documento devera ser suspensa pelo
veterinario oficial enquanto durarem as proibi¢des previstas no n.
© 5 ou no artigo 5.° O documento devera ser restituido a autoridade
que o emitiu apds o abate do cavalo registado. As regras de aplica-
¢do desta alinea serfio adoptadas pela Comissdo segundo o procedi-
mento previsto no artigo 24.°

ii) No que se refere aos equideos de criagdo e de rendimento, segundo
um método de identificacdo a determinar pela Comissdo, segundo o
procedimento previsto no artigo 24.°

Até se iniciar a aplicacdo desse método, continuardo a ser aplicaveis
os métodos de identificacdo nacionais oficialmente aprovados, na

(1) JO n.° L 224 de 18. 8. 1990, p. 55.
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condi¢do de serem notificados a Comissdo e aos outros Estados-
-membros no prazo de trés meses a contar da data de adopgdo da
presente directiva.

5. Para além do requisito previsto no artigo 5.°, os equideos ndo
devem provir de uma exploragdo que seja objecto de uma das seguintes
medidas de proibicao:

a) Se nem todos os animais das espécies sensiveis a doenca presentes
na explorac@o tiverem sido abatidos ou mortos, o periodo de proi-
bicdo aplicado a exploracdo de origem devera ser pelo menos igual:

— no caso de equideos suspeitos de tripanosomose, a seis meses a
partir da data do ultimo contacto ou possibilidade de contacto
com um equideo doente. Todavia, se se tratar de um animal de
cobri¢do, a proibicdo deve ser aplicada até a sua castragdo,

— em caso de mormo ou de encefalomielite equina, a seis meses a
partir da data em que os equideos atingidos tiverem sido elimi-
nados,

— em caso de anemia infecciosa, ao periodo necessario para que,
apo6s a data de eliminacdo dos equideos atingidos, os restantes
animais reagissem negativamente a dois testes de Coggins efec-
tuados com um intervalo de trés meses,

— a seis meses a partir do ultimo caso de estomatite vesicular,
— a um més, a partir do ltimo caso de raiva verificado,

— a quinze dias a partir do ultimo caso de carbunculo bacteridiano
verificado.

b) Se todos os animais das espécies sensiveis presentes na exploragdo
tiverem sido abatidos ou mortos e as instalagdes desinfectadas, o
periodo de proibi¢do ¢ de trinta dias, a contar da data em que os
animais foram eliminados e as instalacdes desinfectadas, excepto no
caso do carbunculo bacteridiano, para o qual o periodo de proibigdo
¢ de quinze dias.

As autoridades competentes podem estabelecer derrogacdes a estas me-
didas de proibicao para os hipédromos e terrenos de corrida e informa-
rdo a Comissdo sobre a natureza das derrogagdes concedidas.

6. No caso de um Estado-membro estabelecer ou ter estabelecido um
programa facultativo ou obrigatdrio de luta contra uma doenga a que os
equideos sejam sensiveis, pode submeter esse programa a Comissdo,
nos seis meses seguintes a notificacdo da presente directiva, indicando,
nomeadamente:

— a situacdo da doenca no seu territorio,

— a justificacdo do programa, tendo em conta a importancia da doenca
e as suas vantagens custos/beneficios,

— a zona geografica em que o programa vai ser aplicado,

— os diferentes estatutos aplicaveis aos estabelecimentos, as normas
que devem ser respeitadas para cada espécie e os processos de
testagem,

— os processos de controlo do programa,

— as ilagdes a tirar da perda do estatuto da exploracdo, seja por que
motivo for,

— as medidas a tomar em caso de resultados positivos verificados em
controlos efectuados nos termos do programa,

— 0 caracter nao discriminatorio entre as trocas em territorio do Es-
tado-membro em causa ¢ as trocas intracomunitarias.

Os programas comunicados pelos Estados-membros serdo analisados
pela Comissdo. Se for caso disso, a Comissdo aprovara esses programas,
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respeitando os critérios enunciados no paragrafo anterior, de acordo com
0 processo previsto no artigo 24.° De acordo com o mesmo processo,
podem ser indicadas as garantias complementares, gerais ou limitadas,
que poderdo ser exigidas. Essas garantias devem ser, no maximo, equi-
valentes as que o Estado-membro aplica no 4mbito nacional.

Os programas apresentados pelos Estados-membros podem ser alterados
ou completados de acordo com o processo previsto no artigo 25.° De
acordo com o mesmo processo, pode ser aprovada uma alteragdo ou um
complemento a um programa anteriormente aprovado e as garantias
definidas nos termos do segundo paragrafo deste numero.

Artigo 5.°

1. Os Estados-membros nio indemnes da peste equina, na acepgio
do alinea f) do artigo 2.°, s6 poderdo expedir equideos provenientes da
parte do territorio considerada infectada, na acep¢do do n.° 2 deste
artigo, nas condi¢des fixadas no n.° 3 deste artigo.

2. a) Uma parte do territério de um Estado-membro serd considerada
infectada pela peste equina se:

— no decorrer dos dois ultimos anos, uma evidéncia clinica,
serologica (em animais ndo vacinados) e/ou epidemiologica
tiver permitido verificar a existéncia de peste equina,

ou

— no decorrer dos Ultimos 12 meses, tiver sido feita a vacinago
contra a peste equina.

b) A parte do territorio considerada infectada pela peste equina deve
incluir, no minimo:

— uma zona de protec¢do com um raio de, pelo menos, 100
quilémetros em redor do foco de infeccdo,

— uma zona de vigildncia com uma extensdo minima de 50
quilémetros para além dos limites da zona de protec¢do e
na qual ndo tenha sido feita qualquer vacina¢do no decorrer
dos ultimos 12 meses.

c) As regras de controlo das medidas de luta relativas aos territorios
e zonas a que se referem as alineas a) e b), assim como as
derrogacgdes que lhes digam respeito, serdo precisadas na Direc-
tiva 92/35/CEE (V).

d) Todos os equideos vacinados que se encontrem na zona de pro-
tecclo devem ser registados e identificados nos termos do n.° 1
do artigo 6.° da Directiva 92/35/CEE.

O documento de identificacao e/ou o certificado sanitario devem
incluir uma referéncia clara a essa vacinacao.

3. Um Estado-membro s6 poderd expedir do territério referido na
alinea b) do n.° 2 os equideos que satisfagam as seguintes exigéncias:

a) Serem expedidos unicamente durante determinados periodos do ano,
em funcdo da actividade dos insectos vectores, a fixar pelo processos
previsto no artigo 25.°

b) Nao apresentarem qualquer sinal clinico de peste equina no dia da
inspecgdo referida no n.° 1 do artigo 4.%

¢) — caso ndo tenham sido vacinados contra a peste equina, terem sido
submetidos e reagido negativamente, por duas vezes, a um teste
de fixagdo do complemento para a peste equina descrito no
anexo D, com um intervalo compreendido entre 21 e 30 dias,

(") JO n.° L 157 de 10. 6. 1992, p. 19
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devendo o segundo teste ter sido efectuado nos 10 dias anteriores
a expedicao,

— caso tenham sido vacinados, a vacina¢do ndo se ter realizado
durante os dois ultimos meses e terem sido submetidos ao teste
de fixagdo descrito no anexo D, com os intervalos acima referi-
dos, sem que se tenha verificado um aumento de anticorpos. De
acordo com o processo previsto no artigo 24.°, a Comissao, apos
parecer do Comité cientifico veterinario, pode reconhecer outros
métodos de controlo;

d) Terem sido mantidos num centro de quarentena durante um periodo
minimo de 40 dias antes da expedicao;

e) Terem sido protegidos dos insectos vectores durante o periodo de
quarentena ¢ de transporte do centro de quarentena para o local de
expedicdo.

Artigo 6.°

Os Estados-membros que aplicam um regime alternativo de controlo
que oferece garantias equivalentes as previstas no n.° 5 do artigo 4.°
para a circulacdo no seu territorio de equideos e de equideos registados,
nomeadamente por meio do documento de identificacdo, podem conce-
der mutuamente, numa base de reciprocidade, uma derrogacao ao n.° 1,
segunda frase, do artigo 4.° e ao n.° 1, segundo travessdo do artigo 8.°

Do facto informardo a Comissdo.

Artigo 7.°

1. Os equideos devem ser conduzidos, no mais curto espaco de
tempo, da exploragdo de proveniéncia para o local de destino, quer
directamente quer apos passagem por um mercado ou centro de concen-
tracdo aprovados tal como definidos no n.° 6 do artigo 3.° da Directiva
64/432/CEE, num meio de transporte € num espaco regularmente limpos
e desinfectados com um desinfectante e segundo uma frequéncia a
definir pelo Estado-membro de expedicdo. Os veiculos de transporte
devem ser construidos de modo a que as fezes, as camas de palha ou
as forragens dos equideos ndo possam verter ou cair para fora do
veiculo durante o transporte. O transporte deve ser efectuado de forma
a assegurar uma proteccdo sanitaria eficaz e o bem-estar dos equideos.

2. O Estado-membro de destino pode, de uma maneira geral ou
limitada, conceder uma derrogacdo a alguns dos requisitos do n.° 5
do artigo 4.°, desde que o animal apresente uma marca particular es-
clarecendo que se destina a abate e que o certificado sanitario faga
referéncia a essa derrogacao.

Em caso de concessdo de tal derrogagdo, os equideos para abate devem
ser conduzidos directamente ao matadouro designado, para serem aba-
tidos num prazo nfo superior a cinco dias apds a chegada ao matadouro.

3. O veterinario oficial deve anotar num registo o ntimero de identi-
ficacdo ou o niimero do documento de identificacdo do equideo abatido
e enviar a autoridade competente do local de expedicdo, a pedido desta,
uma certiddo que ateste o abate do equideo.

Artigo 8.°

1.  Os Estados-membros velardo por que:

— os equideos registados sejam acompanhados, ao abandonarem a
exploracdo respectiva, do documento de identificagdo previsto no
n.° 4 do artigo 4.° e, se se destinarem as trocas instracomunitarias,
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desse documento de identificacdo completado pelo atestado previsto
no anexo B,

— os equideos de criagdo, rendimento ou de talho sejam acompanha-
dos, durante o transporte, de um certificado de inspeccdo sanitaria
em conformidade com o anexo C.

O certificado ou, no caso de um documento de identificagdo, o boletim
que contém as informagdes sanitarias devem ser emitidos — sem pre-
juizo do artigo 6.° — nas quarenta e oito horas ou, o mais tardar, no
ultimo dia 1til antes do embarque, na ou nas linguas oficiais do Estado-
-membro de expedi¢do e de destino. A validade do certificado é de dez
dias. O certificado deve consistir num sé folha.

2. As importagdes de equideos que ndo os equideos registados po-
dem ser efectuadas ao abrigo de apenas um certificado sanitario por
lote, em vez de certificado individual a que se refere o segundo traves-
sdo do n.° 1.

Artigo 9.°

Sdo aplicaveis as regras previstas na Directiva 90/425/CEE do Conse-
lho, de 26 de Junho de 1990, relativa aos controlos veterinarios aplica-
veis ao comércio intracomunitario de certos animais vivos e produtos,
na perspectiva da realizagdo do mercado interno (), nomeadamente no
que se refere aos controlos na origem, a organizagdo e ao seguimento a
dar aos controlos a efectuar pelo Estado-membro de destino, e as me-
didas de salvaguarda a tomar.

Artigo 10.°

Os peritos veterinarios da Comissdo podem, na medida em que tal seja
necessaria a aplicacdo uniforme da presente directiva e em colaboragdo
com as autoridades nacionais competentes, efectuar controlos no local.
A Comissdo informara os Estados-membros do resultado dos controlos
efectuados.

O Estado-membro em cujo territorio for efectuado tal controlo fornecera
aos peritos todo o apoio necessario para a realizacdo da sua missao.

As regras de aplicacdo do presente artigo serdo fixadas de acordo com o
procedimento previsto no artigo 24.°

CAPITULO III

Regras para as importacdes provenientes de paises terceiros

Artigo 11.°

1. Os equideos importados na Comunidade devem satisfazer as con-
di¢des enunciadas nos artigos 12.° a 16.°

2. Até a data de entrada em vigor das decisdes pertinentes adoptadas
em aplicagdo dos artigos 12.° a 16.%, os Estados-membros aplicardo as
importacdes de equideos provenientes de paises terceiros condi¢des pelo
menos equivalentes as que resultam da aplicagdo do capitulo II.

(1) JO n.° L 224 de 18. 8. 1990, p. 29.
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Artigo 12.°

1. A importagdo de equideos na Comunidade apenas sera autorizada
quando estes forem provenientes dos paises terceiros constantes de uma
lista ou listas a estabelecer ou a alterar de acordo com o procedimento
previsto no n.° 2 do artigo 24.°

Tendo em conta a situacdo sanitaria e as garantias apresentadas pelo
pais terceiro no que diz respeito aos equideos, pode ser decidido, de
acordo com o procedimento previsto no n.° 2 do artigo 24.°, que a
autorizacdo prevista no primeiro paragrafo do presente numero seja
aplicavel a totalidade do territério do pais terceiro ou apenas a parte
deste.

Para esse fim, sera tida em conta a forma como o pais terceiro aplica e
executa, no seu proprio territério, as normas internacionais correspon-
dentes, nomeadamente o principio da regionalizacdo, em func¢io dos
requisitos sanitarios relativos as importacdes provenientes de outros
paises terceiros e da Comunidade.

2. Ao estabelecer ou alterar as listas previstas no n.° 1, serdo tidas em
conta, nomeadamente:

a) O estado sanitario dos equideos, dos outros animais domésticos e da
fauna selvagem no pais terceiro, dando especial atengdo as doencas
animais exoticas e a todos os aspectos da situacdo sanitaria ambiental
geral do pais terceiro, na medida em que possa constituir um risco
para a situacdo sanitaria e ambiental da Comunidade;

b) A legislacdo do pais terceiro em matéria de saude e bem-estar dos
animais;

¢) A organizacdo da autoridade veterinaria competente e dos respecti-
vos servicos de inspecgdo, os poderes desses servicos, a supervisdo
de que sdo alvo e os recursos de que dispdem, nomeadamente em
termos de pessoal e de capacidade laboratorial, para aplicar eficaz-
mente a legislacdo nacional;

d) As garantias que a autoridade veterinaria competente do pais terceiro
pode fornecer quanto ao cumprimento das condi¢cdes de satde ani-
mal pertinentes aplicaveis na Comunidade ou a aplicacdo de condi-
coOes equivalentes;

e) Se o pais terceiro ¢ membro da Organizacdo Internacional das Epi-
zootias (OIE), e a regularidade e rapidez com que fornece informa-
coes relativamente a existéncia de doencas infecciosas ou contagio-
sas dos equideos no seu territério, em especial das doengas reperto-
riadas pela OIE e no anexo A da presente directiva;

f) As garantias fornecidas pelo pais terceiro de informar directamente a
Comissdo e os Estados-Membros:

1) no prazo de 24 horas, da confirmagdo da ocorréncia de doencas
infecciosas dos equideos enumeradas no anexo A e de qualquer
alteracdo na politica de vacinagdo relativa a essas doengas,

il) num prazo adequado, de qualquer proposta de alteracdo das
normas sanitarias nacionais relativas aos equideos, nomeada-
mente, no que respeita a sua importagao,

iii) a intervalos regulares, do estatuto zoossanitario do seu territorio
no tocante aos equideos;

g) Toda a experiéncia adquirida com importagdes de equideos vivos
provenientes do pais terceiro e os resultados dos controlos eventual-
mente efectuados a importagao;

h) Os resultados das inspec¢des e/ou auditorias comunitarias efectuadas
no pais terceiro, em especial os resultados da avaliagdo das autori-
dades competentes ou, sempre que a Comissdo o solicite, o relatorio
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apresentado pelas autoridades competentes sobre as inspeccdes que
efectuaram;

1) o teor das normas em vigor no pais terceiro em matéria de prevencao
e combate as doencgas animais infecciosas ou contagiosas e a respec-
tiva execucdo, incluindo as normas aplicaveis as importacdes de
equideos provenientes de outros paises terceiros.

3. A Comissdao deverd tomar as disposicdes necessarias para que
sejam facultadas ao publico versdes actualizadas de todas as listas esta-
belecidas ou alteradas nos termos do n.° 1.

Essas listas podem ser combinadas com outras listas elaboradas para
fins de protec¢do da satide animal e da saude piblica e podem também
incluir modelos de certificados sanitérios.

4. Deverfo ser estabelecidas condi¢des especiais de importagdo para
cada pais terceiro ou grupo de paises terceiros de acordo com o proce-
dimento previsto no n.° 2 do artigo 24.°, tendo em conta a respectiva
situagdo zoossanitaria no que se refere aos equideos.

5. As regras de execugdo do presente artigo e os critérios para a
inclusfio de paises terceiros ou partes de paises terceiros nas listas
previstas no n.° 1 poderdo ser adoptados, de acordo com o procedi-
mento previsto no n.° 2 do artigo 24.°

Artigo 13.°

1. Os equideos devem provir de paises terceiros:
a) Indemnes da peste equina;

b) Indemnes desde ha dois anos da encefalomielite equina venezuelana
(VEE);

¢) Indemnes desde ha seis meses da tripanosomose e do mormo.

2. A Comissdo, agindo de acordo com o procedimento previsto no
artigo 24.°, pode:

a) Decidir que o n.° 1 apenas se aplica a uma parte do territério de um
pais terceiro.

No caso de regionalizacdo dos requisitos relativos a peste equina,
devem ser no minimo respeitadas as medidas previstas nos n.* 2 e 3
do artigo 5.°;

b) Exigir garantias adicionais em relagdo a doengas exoticas na Comu-
nidade.

Artigo 14.°

Antes da data do seu embarque com vista a expedi¢do para o Estado-
-membro de destino, os equideos devem ter permanecido, sem interrup-
¢do, no territério ou numa parte do territrio de um pais terceiro ou, em
caso de regionalizagdo, na parte do territorio definida em aplicacdo do
n.° 2, alinea a), do artigo 13.°, durante um periodo a fixar aquando da
adopcdo das decisdes a tomar em aplicagdo do artigo 15.°

Os equideos devem provir de uma exploragdo colocada sob controlo
veterinario.

Artigo 15.°

A importacdo de equideos do territorio de um pais terceiro, ou de uma
parte do territorio de um pais terceiro definida nos termos do n.° 2
alinea a), do artigo 13.° constante da lista elaborada nos termos do n.
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° 1 do artigo 12.°, s6 sera autorizada se, para além dos requisitos do
artigo 13.%

a) Os equideos em questdo satisfizerem as condi¢des sanitarias adopta-
das, segundo o procedimento previsto no artigo 24.°, para as impor-
tacdes de equideos desse pais em fungdo da espécie em causa e das
categorias de equideos.

Para fixar as condi¢es de policia sanitaria em conformidade com o
paragrafo anterior, a referéncia de base a utilizar ¢ a das normas
previstas nos artigos 4.° ¢ 5.%; ¢

b) Sempre que se trate de paises terceiros ndo indemnes de estomatite
vesicular ou de arterite viral durante pelo menos seis meses, 0s
equideos satisfizerem os requisitos seguintes:

i) Os equideos devem provir de uma exploragdo indemne de esto-
matite vesicular desde ha pelo menos seis meses e ter reagido
negativamente a um teste serologico antes da sua expedigio;

ii) Para a arterite viral, os equideos machos devem ter reagido ne-
gativamente — sem prejuizo da alinea ii) do artigo 19.° — a um
teste seroldgico ou a um virus de isolamento ou a qualquer outro
teste aprovado nos termos do procedimento do artigo 24.°, que
garanta que o animal se encontra indemne dessa doenca.

A Comissdo agindo nos termos do procedimento previsto no
artigo 24.°, e apo6s parecer do Comité Veterinario Cientifico,
pode delimitar as categorias de equideos machos a que esta exi-
géncia serd aplicavel.

Artigo 16.°

1. Os equideos devem ser identificados nos termos do n.° 4 do artigo
4.°, e ser acompanhados de um certificado passado por um veterinario
oficial do pais terceiro exportador. O certificado deve:

a) Ser emitido no dia do carregamento dos equideos com vista & ex-
pedicdo para o Estado-membro de destino, ou no caso de cavalos
registados, no ultimo dia util antes do embarque;

b) Ser redigido pelo menos numa das linguas oficiais do Estado-mem-
bro de destino e numa das do Estado-membro onde se efectua o
controlo da importagao;

¢) Acompanhar os equideos no seu exemplar original;

d) Atestar que os equideos satisfazem as condi¢des previstas pela pre-
sente directiva e as fixadas em aplicagdo da mesma para a importa-
¢do proveniente do pais terceiro;

e) Ser constituido de uma unica folha;

f) Ser previsto para um unico destinatario ou, no caso de equideos para
abate, para um lote devidamente marcado e identificado.

Os Estados-membros informardo a Comissdo no caso de fazerem uso
dessa possibilidade.

2. Este certificado deve ser redigido num formulario conforme com o
modelo elaborado de acordo com o procedimento previsto no artigo 24.°

Artigo 17.°

Serdo efectuados controlos no local por peritos veterinarios dos Estados-
-membros e da Comissdo, a fim de verificar a efectiva aplicacdo das
disposi¢des da presente directiva e, nomeadamente, as do n.° 2 do artigo
12.°
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Se, durante uma inspec¢do efectuada em aplicacdo do presente artigo,
forem constatados factos graves contra uma exploracdo, a Comissdo
informara imediatamente os Estados-membros desse facto e adoptara
imediatamente uma decisdo que inclua a suspensdo provisoria da apro-
vagdo. Sera tomada uma decisdo definitiva a este respeito de acordo
com o procedimento previsto no artigo 25.°

Os peritos dos Estados-membros encarregados dos controlos sdo nome-
ados pela Comissdo sob proposta dos Estados-membros.

Os controlos sao efectuados por conta da Comunidade, que assume as
despesas correspondentes.

A periodicidade e as modalidades dos controlos sdo determinadas de
acordo com o procedimento previsto no artigo 24.°

Artigo 18.°

1. A chegada ao Estado-membro de destino, os equideos para abate
devem ser conduzidos a um matadouro, directamente ou apds passagem
por um mercado ou por um centro de concentragdo e, em conformidade
com as exigéncias de policia sanitaria, ser abatidos num prazo a fixar
aquando da adopgdo das decisdes a tomar em aplicagdo do artigo 15.°

2. Sem prejuizo das condicGes especiais eventualmente fixadas de
acordo com o procedimento previsto no artigo 24.°, a autoridade com-
petente do Estado-membro de destino pode, devido a requisitos de
policia sanitaria, designar o matadouro para o qual devem ser encami-
nhados estes equideos.

Artigo 19.°

A Comissdo, agindo de acordo com o procedimento previsto no artigo
24.°:

i) Pode limitar a importagdo proveniente de um pais terceiro, ou de
uma parte de um pais terceiro, a espécies ou categorias especiais de
equideos;

ii) Define, em derrogacdo ao artigo 15.°, as condigdes especiais em que
se pode efectuar a admissdo temporaria no territorio da Comunidade
ou a reintrodugdo nesse territorio apds exportacdo temporaria de
equideos registados ou de equideos destinados a utilizagdes especi-
ais;

iii) Determina as condi¢des que permitem converter uma admissdo tem-
poraria em admissdo definitiva;

iv) pode designar um laboratério comunitario de referéncia para uma ou
mais das doencas dos equideos mencionada(s) no anexo A e definir
as funcdes, tarefas e procedimentos para a colaboracdo com os
laboratorios encarregados de diagnosticar doencas infecciosas dos
equideos nos Estados-Membros.
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CAPITULO IV

Disposicoes finais

Artigo 22.°

As disposicdes da presente directiva e, nomeadamente, as do n.° 1,
segunda frase do artigo 4.° e dos artigos 6,.%, 8.° e 21.°, serdo objecto
de reanalise antes de 1 de Janeiro de 1993, no ambito das propostas
destinadas a assegurar a realizagdo do mercado interno e sobre as quais
o Conselho se pronunciara por maioria qualificada.

Artigo 23.°

Os anexos da presente directiva serdo alterados pela Comissdo de
acordo com o procedimento previsto no artigo 25.°

Artigo 24.°

1. A Comissdo ¢ assistida pelo Comité Permanente da Cadeia Ali-
mentar ¢ da Sadde Animal, instituido pelo artigo 58.° do
Regulamento (CE) n.° 178/2002 ().

2. Sempre que se faga referéncia ao presente artigo, sdo aplicaveis os
artigos 5.° ¢ 7.° da Decisdo 1999/468/CE (?).

O prazo previsto no n.° 6 do artigo 5.° da Decisao 1999/468/CE ¢ de
trés meses.

3. O comité aprovard o seu regulamento interno.

Artigo 25.°

1. A Comissdo ¢ assistida pelo Comité Permanente da Cadeia Ali-
mentar e da Saude Animal.

2. Sempre que se faga referéncia ao presente artigo, sao aplicaveis os
artigos 5.° e 7.° da Decisdo 1999/468/CE.

O prazo previsto no n.° 6 do artigo 5.° da Decisdo 1999/468/CE ¢é de
15 dias.

Artigo 26.°

O artigo 34.° da Directiva 72/462/CEE ¢ aplicavel aos requisitos pre-
vistos no capitulo III da presente directiva.

Artigo 27.°

Os Estados-membros pordo em vigor as disposicdes legislativas, regu-
lamentares ¢ administrativas necessdrias para dar cumprimento a pre-
sente directiva, o mais tardar em 1 de Janeiro de 1992. Desse facto
informardo a Comissdo.

! L 31 de 1.2.2002, p. 1.

() JO
() JO L 184 de 17.7.1999, p. 23 (Rectificagido: JO L 269 de 19.10.1999, p. 45).
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Artigo 28.°

Os Estados-membros sdo destinatarios da presente directiva.
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ANEXO A
DOENCAS CUJA DECLARACAO E OBRIGATORIA

As seguintes doengas estdo sujeitas a uma declaragdo obrigatéria:

tripanosomose dos equideos,

mormo,

encefalomielite equina (sob todas as formas incluindo a VEE),
anemia infecciosa,

raiva,

carbunculo bacteridiano,

peste equina,

estomalite vesicular.
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ANEXO B

INFORMAGOES SANITARIAS()
Passaporte n? ........ccoiuniee
Eu, abaixo assinado, certifico (*) que o equideo anteriormente indicado satisfaz as seguintes condigBes :
a) Foi examinado nesta data e ndo apresenta qualquer sinal clinico de doen¢a;

b) Nio é destinado ao abate no mbito de um programa de érradicacio de uma doenga contagiosa aplicado
no Estado-membro ;

¢) — nfo provém do territdrio ou de uma parte do territério de um Estado-membsro/pais terceiro objecto de
medidas restritivas devido 3 peste equina (%) ou
provém do territério ou de uma parte do territério de um Estado-membro objecto de medidas restri-
tivas devido 4 peste equina e foi submetido, com resultados satisfatbrios, na estagdo de quarentena de
etrneranannenen ey ENLIE Lerveenee veerreeses € wrinvieeseseennnss, 308 testes previstos no n¢ 3 do artigo 59 da Direc-
tiva 90/426/CEE (9,

— nio foi vacinado contra a peste equina ou foi vacinado contra a peste equina em .......c.cceeveeneee (P93

d) Nio é proveniente de uma exploragio objecto de medidas de proibi¢io por motivos de policia sanitaria e
ndo esteve em contacto com equideos de uma exploracio objecto de uma proibigdo por motivos de policia
sanitéria :

-— no caso dos equideos suspeitos de terem tripanosomose, nos seis meses a contar da data do dltimo
contacto ou da possibilidade de contacto com um equideo doente. No entanto, caso se trate de um
macho reprodutor, 2 proibicio deve ser aplicada até 4 sua castragio,

— no caso do mormo ou da encefalomielite equina, nos seis meses a contar da data em que foram elimi-
nados os equideos atingidos,

— no caso da anemia infecciosa, no periodo necessario para que, a partir da data em que foram elimi-
nados os equideos atingidos, os restantes animais tenham reagido negativamente a dois testes Coggins
efectuados com um intervalo de trés meses,

— 10 caso da estomatite vesiculosa, nos seis meses a contar do ltimo caso,

— no caso da raiva, no més a contar do Gltimo caso,

— no caso do carbinculo bacteridiano, nos 15 dias a contar do ltimo caso,

-~ no caso de todos os animais de espécies sensiveis presentes na exploracio terem sido abatidos ou
mortos e os locais desinfectados, nos 30 dias a contar da data de eliminagio dos animais e de desinfec-
¢do dos locais, excepto no caso do carbiinculo bacteriano, relativamente ao qual a proibigdo é de 15
dias ;

O equideo, tanto quanto me é dado conhecer, nido esteve em contacto com equideos atingidos por uma

doenga ou infecgio contagiosa durante os ultimos 15 dias;

o

»“f) Aquando da inspecgdo, os animais supramencionados estavam aptos para serem transportados na viagem
prevista, em conformidade com as disposi¢des da Directiva 91/628/CEE () . «

Data Local Carimbo e assinatura do veterinario oficial (')

(") Apelido em maiusculas e qualidade.

(") Estas informagdes nfio sio exigidas em caso de acordo bilateral concluido nos termos do artigo 62 da Directiva 90/426/

(*) Vilido por 10 dias.

() Riscar a menglio inttil.

(9 A mengio da vacinagdo deve constar do passaporte.

() A presente declaragio nio isenta os transportadores das suas obriga¢des em conformidade com as disposi¢d itdrias
em vigor, nomeadamente no que diz respeito 2 aptidio dos animais para serem transportados.
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Estado-membro expedidor ........
Ministério competente

Servigo territorial competente

ANEXO C

MODELO

CERTIFICADO SANITARIO

para o comércio entre os Estados-membros da CEE

EQUIDEOS

NO e

1. Namero de equideos

IL. Identificagdo dos equideos

Espécies Raga
cavalos, burros, Idade
muares Sexo

Nimero

Método de identificagdo
de equideos ()

e identificagdo (3

(') Caso se trate de animais para abate, indicar a natureza da marca especial.
(%) Pode ser junto ao presente certificado um documento de identificagdo do equideo, desde que seja indicado o seu
namero.

III. Origem e destino do equideo/dos equideos

O equideo/os equideos é/sdo expedido(s) :

de e
(local de expedigio)
PALA  ceercercecereseeresssse s ss s R R R RS R R RES R s s
(Estado-membro e local de destino)
Nome € enderego do eXpedidor .....oviiiimiiiesiisnsesneseeiscsissstststs sttt et st
Nome e endereco do destinatério . terseeeesressesseesrebaeebere st e aenne s aeseenenaraaae

IV. Informagdes sanitarias (?)

Eu, abaixo assinado, certifico que o equideo/os equideos anteriormente indicado(s) satisfaz(em) as
seguintes condigGes :

1. Foi/foram examinado(s) nesta data e ndo apresenta(m) qualquer sinal clinico de doenga.

2. Nio &/ nio sdo destinado(s) a0 abate no Ambito de um programa de erradicagdo de uma doenga conta-
giosa aplicado no Estado-membro.

(‘) Estas informages nfo sio exigidas em caso de acordo bilateral concluido nos termos do artigo 6° da Directiva

90/426/CEE.
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() Riscar a mengiio imitil.

3. — nio provém/ndo provém do territério ou de uma parte do territério de um Estado-membro/pais
terceiro objecto de medidas restritivas devido & peste equina ou

— provém/provém do territério ou de uma parte do territério de um Estado-membro ob;ecto de
medidas restritivas devido 3 peste equina ¢ foi/foram submetidofs), com Itados satil na
estagdo de q de entre €

cesssssnesnnnrennery 30 testes previstos no n? 3 do artigo 5° da Directiva 90/426/CEE (),

\

— nlo foi/ndo foram vacinado(s) contra a peste equina ou

— foi/foram vacinado(s) contra a peste equina em ®)

4. Nido é/ndo sio p iente(s) de uma
policia sanitiria e ndo esteve/ndo esti em com
uma proibigio por motivos de policia sanitria :

ploracio objecto de medidas de proibigdo por motivos de

quideos de uma exploragio objecto de

— no caso dos equideos suspeitos de terem tripanosomose, nos seis meses a contar da data do tltimo
contacto ou da possibilidade de contacto com um eqmdeo doente. No entanto, caso se trate de
um macho d a ibi deve ser aplicada até & sua castragiio,

P

— no caso do mormo ou da encefalomielite equina, nos seis meses a contar da data em que foram
eliminados os equideos atingidos,

— no caso da anemia infecciosa, no periodo ncccssano para que, a partir da data em que foram
eliminados os equideos atingidos, os ham reagido negati a dois testes
Coggins efectuados com um intervalo de trés meses,

— no caso da estomatite vesiculosa, nos seis meses a contar do Wltimo caso,
— no caso da raiva, no més a contar do dltimo caso,

— no caso do carbinculo bacteriano, nos 15 dias a contar do ultimo caso,

— no caso de todos os na exploragio terem sido abatidos ou
mortos e os locais desmfcc(ados, nos 30 dias a conlsr da data de eliminagdo dos animais e de
desinfeccdo dos locais, excepto no caso do carb lo bacteriano, relati a0 qual a proibi-
¢3o é de 15 dias.

5. O equideo/os equideos, tanto quanto me ¢ dado conhccer ndo esteve/ndo estiveram em contacto com
equideos atingidos por uma doenga ou infecga d os Gt 15 dias.

&

»¥6. A dodai 40, 0s animais supr ionados estavam aptos para serem transportados na via-
gem prevista, em conformldade com as disposi¢ées da Directiva 91/628/CEE (). «

V. O presente certificado é valido por 10 dias.

Feito em em

o

{Assinatura)
(Apelido em letras maitisculas ¢ qualidade
do veterinario) ()

() Na RF da Alemanha “Beamteter Ticrarzt”; na Bélgica, “Insp étérinaire” ou “Insp Di ; em Franca
“Vétérinaire nfhcxel' ; em Italia, ‘Velennano ufficiale” ; no L \; “I btéri ; nos Paises Baixos, “Offi-
ciee! Di ; na Di “Embedsdyrlaeg; ", na Irlanda, "Vclennary Inspector” ; no Reino Unido, “Veterinary
[nspector ;na Grécia, “Enionpog ktnviatpog”; em Espanha "Inspcctor Vetermano ; em Portugal Inspec:or velenna-

5 »Vna Austria "Amtsuerarz(" ; na Finlindia “| ™ ont
ri"l" indir”™ ou “s inir® on “ld indr” ; na Suécia “linsveterini "distnkmcterm r® ou

;€ »® na Repiblica Checa "veterinarni inspektor”; na Esténia "veterinaarjirelevalve ametnik”; em

Chlpre "Emm“wg Krtnviatgog"; na Leténia "veterinardis inspektors™; na Lituinia "veterinarijos inspektorius"; na Hun-

gria "hatdsagi allatorves"; em Mnlta "veterinarju uffiéjali"; na Poluma "urzedowy lekarz weterynarii”; na Eslovénia "ve-

terinarski in¥pektor"; na Esloviquia "veterindrny mﬁpcktor" ;4»™ na Bulgdria “Betepnuapen mucnextop™ na Roménia
“medic veterinar aut . q

@ A presente declaragdo niio isenta os transportadores das suas obrigagdes em conformidade com as disposi¢des comunitirias em

>0 Al
> M5
> A2

M9

vigor, nomeadamente no que diz respeito A aptidio des animais para serem transportades,
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ANEXO D
PESTE EQUINA
DIAGNOSTICO

Os reagentes a utilizar no ensaio imunoenzimatico (ELISA) seguidamente de-
scrito podem ser solicitados ao laboratério de referéncia da Comunidade Europeia
ou aos laboratérios de referéncia do OIE para a peste equina.

1. ENSAIO ELISA COMPETITIVO PARA A DETECCAO DE ANTICOR-
POS CONTRA O VIRUS DA PESTE EQUINA (AHSV) (ENSAIO RECO-
MENDADO)

O ensaio ELISA competitivo ¢ utilizado para a detec¢do de anticorpos
especificos de AHSV no soro de quaisquer espécies de equideos. O imu-
nossoro de cobaia anti-AHSV (adiante referenciado por «antissoro de co-
baia»), de espectro largo e policlonal, é especifico do serogrupo, sendo
adequado a deteccdo de todos os serdtipos do virus AHS.

O principio do ensaio consiste na competi¢do entre um antissoro de cobaia e
a amostra do soro em analise para o antigénio AHSV. Os anticorpos anti-
-AHSV da amostra de soro em analise competem com os anticorpos do
antissoro de cobaia, resultando numa reducdo da coloragdo esperada por
adicdo de anticorpo anti-cobaia marcado com enzima e de substrato. Podem
utilizar-se soros com uma dilui¢do unica de 1: 5 (método de ensaio pontual)
ou, em alternativa, diluir-se sucessivamente a amostra para determinar o
titulo final (método de titulagdo do soro). S@o considerados positivos os
valores de inibi¢ao superiores a 50 %.

O protocolo a seguir descrito ¢ utilizado pelo laboratorio regional de refe-
réncia para a peste equina, em Pirbright, no Reino Unido.

1.1.  Procedimento
1.1.1.  Preparagdo das placas

1.1.1.1. Revestir placas ELISA com antigénio AHSV extraido de cul-
turas de células infectadas diluido em tampéo carbonato-bicar-
bonato a pH 9,6. Incubar as placas ELISA de um dia para o
outro a 4 °C.

1.1.1.2. Lavar as placas trés vezes, enchendo e esvaziando os alvéolos
com tampao fosfato (PBS) a pH 7,2-7,4 e secar invertendo a
placa sobre papel absorvente.

1.1.2.  Abvéolos-testemunha

1.1.2.1. Distribuir ao longo da coluna 1 dilui¢gdes sucessivas de 1: 2 a
partir da diluigdo inicial, de 1: 5 até 1: 640, dos soros-teste-
munha positivos em tampao de bloqueio [PBS com 0,05 % (v/
/v) de Tween-20, 50 % (m/v) de leite em po desnatado
(Cadbury's Marvel™) e 1 % (v/v) de soro de bovino adulto],
de forma a obter um volume final de 50 pl/alvéolo.

1.1.2.2. Adicionar 50 pl de soro-testemunha negativo diluido a 1: 5
(10 pl de soro + 40 pl de tampdo de bloqueio) aos alvéolos A
e B da coluna 2.

1.1.2.3. Adicionar, por alvéolo, 100 pl de tampao de bloqueio nos
alvéolos C e D da coluna 2 (branco).

1.1.2.4. Distribuir 50 pl de tampdo de bloqueio nos alvéolos E, F, G e
H da coluna 2 (testemunha de cobaia).

1.1.3.  Meétodo de ensaio pontual (dilui¢do unica da amostra)

1.1.3.1. Distribuir em duas séries de alvéolos das colunas 3 a 12
dilui¢des a 1: 5 de cada soro em tampao de bloqueio (10 pl
soro em analise + 40 pl tampao de bloqueio).

ou
1.1.4.  Meétodo de titulagdo do soro (dilui¢do seriada)

1.1.4.1. Distribuir, em oito alvéolos de cada uma das colunas 3 a 12,
dilui¢des sucessivas para metade (de 1: 5 a 1: 640) de cada
amostra em tampao de bloqueio.

seguidamente
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1.1.5.1.

1.1.5.2.

1.1.5.3.

1.1.5.4.

1.1.5.5.

Adicionar 50 pl de anti-soro de cobaia, previamente diluido
com tampdo de bloqueio, a todos os alvéolos da placa ELISA,
com excep¢do dos alvéolos correspondentes ao ensaio em
branco (desta forma, todos os alvéolos deverdo conter um
volume final de 100 pl).

Incubar a 37 °C durante uma hora, utilizando um agitador
orbital.

Lavar as placas trés vezes e secar do modo descrito anterior-
mente.

Adicionar a cada alvéolo 50 pl de anticorpo de coelho anti-
-cobaia conjugado com peroxidase de rabano (HRP), previa-
mente diluido em tampao de bloqueio.

Incubar a 37 °C durante uma hora, utilizando um agitador
orbital.

Lavar as placas trés vezes e secar do modo descrito anterior-
mente.

Cromogénio

Preparar a solugdo de cromogénio (OPD = orto-fenildiamina)
de acordo com as instrugdes dos fabricantes (0,4 mg/ml em
agua destilada estéril), imediatamente antes da utilizagdo. Adi-
cionar substrato (peroxido de hidrogénio = H,0,) de forma a
obter uma concentragdo final de 0,05 % (v/v) (1: 2000 numa
solu¢do de H,O, a 30 %), no caso de uma solugdo a 30 %.
Adicionar 50 pl de solugdo de OPD a cada alvéolo e deixar as
placas durante 10 minutos a temperatura ambiente. Suspender
a reacg@o por adi¢@o a cada alvéolo de 50 pl de acido sulfa-
rico (H,SO4) 1M.

Determinagées espectrofotométricas

Efectuar as determinacdes espectrofotométricas da densidade
optica (DO) a 492 nm.

1.2. Expressiao dos resultados

1.2.1.

1.2.2.

Com recurso a um programa informatico, obter os valores de
DO e as percentagens de inibicdo (PI) correspondentes aos
soros em analise e aos soros-testemunha, com base nos valo-
res médios referentes aos quatro alvéolos com soro-testemu-
nha de cobaia. Os valores de DO e PI sdo utilizados para
determinar se os resultados dos ensaios se situam num inter-
valo aceitavel. Os valores extremos (superior e inferior) de
DO dos soros-testemunha de cobaia situam-se entre 1,4 e
0,4, respectivamente. Para uma PI de 50 %, o titulo final da
testemunha positiva devera ser de 1: 240 (variagdo de 1: 120 a
1: 480). As placas que ndo sejam conformes aos referidos
critérios deverdo ser rejeitadas. Todavia, se o titulo do soro-
-testemunha positivo exceder 1: 480 e as amostras em analise
permanecerem negativas, sdo aceitdveis as amostras em ana-
lise negativas.

Ambos os alvéolos com soro-testemunha negativo e ambos os
alvéolos correspondentes ao ensaio em branco deverdo apre-
sentar valores de PI compreendidos entre + 25 % e — 25 %, e
entre + 95 e + 105 %, respectivamente. Se tal ndo suceder,
ndo devera rejeitar-se a placa, havendo contudo que ter em
conta a possibilidade de estar a desenvolver-se uma coloracdo
de fundo.

O limite positivo (cut-off) para os soros em analise ¢ de 50 %
(PI = 50 %). As amostras que apresentem valores de PI su-
periores a 50 % s@o consideradas positivas; as amostras que
apresentem valores de PI inferiores a 50 % sdo consideradas
negativas.

As amostras que apresentem, nos alvéolos repetidos, valores
de PI superiores e inferiores ao limiar sdo consideradas duvi-
dosas, podendo ser objecto de nova analise pelo método de
ensaio pontual e por titulacdo. Poderdo também titular-se as
amostras positivas, de forma a obter indicagdes quanto ao grau
de positividade.
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Representacdo esquematica do ensaio pontual

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
EO\S: Soros em analise
A 1:5 —ve. Cont. | 31 |32 |33 |34 |35|36|37|38]39]| 40
B 1:10 —ve. Cont. | 31 |32 |33 |34 |35|36|37|38]39]| 40
C 1:20 Branco
D 1:40 Branco
E 1:80 GP Cont.
F 1:160 GP Cont.
G 1:320 GP Cont. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

H 1:640 GP Cont. 1 2 13| 4 5 6 | 7 8 9 10

+ ve. Cont. testemuna positiva

—ve. Cont. = testemunha negativa
GP Cont. = testemunha de cobaia

Representacdo esquematica do método de titulagdo sérica

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
éo‘;let: Soros em analise
A 1:5 — ve. Cont. 1:5 1:5
B 1:10 | —ve. Cont. | 1:10 1:10
C 1:20 Branco 1:20 1:20
D 1:40 Branco 1:40 1:40
E 1:80 GP Cont. 1:80 1:80
F 1:160 | GP Cont. 1:160 1:160
G | 1:320 | GP Cont. 1:320 1:320
H | 1:640 | GP Cont. 1:640 1:640
— ve. Cont. = testemunha negativa
+ ve. Cont. = testemunha positiva
GP Cont. = testemunha de cobaia

ENSAIO ELISA INDIRECTO PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS
CONTRA O VIRUS DA PESTE EQUINA (AHSV) (METODO RECO-
MENDADO)

O ensaio seguidamente descrito ¢ conforme a descri¢do apresentada no ponto
2.1.11 do Manual de normas para ensaios de diagndstico e vacinas do OIE
(quarta edicdo, 2000).

A proteina recombinante VP7 tem sido utilizada como antigénio para a
determinagdo de anticorpos contra o virus AHS com um elevado grau de
sensibilidade e especificidade. O facto de a proteina em causa ser estavel e
ndo ser infecciosa constitui outra vantagem.

2.1. Procedimento
2.1.1. Fase sdlida

2.1.1.1. Revestir as placas ELISA com proteina recombinante VP7 de
AHSV-4 diluida em tampdo de carbonato/bicarbonato a
pH 9,6. Incubar as placas de um dia para o outro a 4 °C.
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2.1.1.2. Lavar as placas cinco vezes com agua destilada contendo
0,01 % (v/v) de Tween 20 (solugdo de lavagem). Inverter e
bater levemente com as placas num material absorvente, para
a remocdo de residuos da solucdo de lavagem.

2.1.1.3. Bloquear as placas mediante a adicdo a cada alvéolo de 200 pl
de PBS com 5 % (m/v) de leite desnatado (leite em po des-
natado NestléTM, incubando a 37 °C durante uma hora.

2.1.1.4. Remover a solu¢do de bloqueio; inverter e bater levemente
com as placas num material absorvente.

2.1.2. Amostras em andlise

2.1.2.1. Diluir as amostras de soro em analise, bem como os soros das
testemunhas positiva e negativa, na propor¢cdo 1: 25, em
PBS + 5 % (m/v) leite desnatado + 0,05 % (v/v) Tween 20,
adicionando 100 pl a cada alvéolo. Incubar a 37 °C durante
uma hora.

Preparar nos alvéolos de cada coluna (100 pl/alvéolo) dilui-
¢Oes sucessivas para metade de cada soro (dilui¢io inicial
1: 25), procedendo da mesma forma com as testemunhas po-
sitiva e negativa. Incubar a 37 °C durante uma hora.

2.1.2.2. Lavar as placas do modo descrito em 2.1.1.2.
2.1.3.  Conjugado

2.1.3.1. Distribuir por cada alvéolo 100 pl de anti-gama globulina de
cavalo conjugada com peroxidase de rabano (HRP) diluida em
PBS + 5 % de leite + 0,05 % Tween 20 a pH 7,2. Incubar a
37 °C durante uma hora.

2.1.3.2. Lavar as placas do modo descrito em 2.1.1.2.
2.1.4. Cromogénio/Substrato

2.1.4.1. Distribuir por cada alvéolo 200 pl de solugdo cromogénio/
/substrato [10 ml DMAB (dimetilaminobenzaldeido) + 10 ml
MBTH (cloridrato de 3-metil-2-benzotiazolino-
-hidrazona) + 5 pl H,0,).

O desenvolvimento da coloragdo ¢ suspenso pela adicdo de
50 pl de H,SO4 3N decorridos 5-10 minutos (antes do inicio
da coloracdo da testemunha negativa).

Podem utilizar-se outros cromogénios, tais como ABTS (4cido
2,2'-azino-bis[3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico]), TMB (tetra-
metil-benzidina) ou OPD (orto-fenildiamina).

2.1.4.2. Efectuar as leituras espectrofotométricas da densidade optica
(DO) a 600 nm (ou 620 nm).

2.2. Interpretacido dos resultados

2.2.1. Calcular o valor-limite (cut-off) adicionando 0,6 ao valor ob-
tido para a testemunha negativa (0,6 ¢ o desvio-padrdo obtido
com um grupo de 30 soros negativos).

2.2.2. As amostras que apresentarem valores de absorvéancia inferio-
res ao valor-limite sdo consideradas negativas.

2.2.3.  As amostras que apresentarem valores de absorvancia superio-
res ao valor-limite acrescido de 0,15 sdo consideradas positi-
vas.

2.2.4. As amostras que apresentem valores de absorvancia intermé-
dios sdo duvidosas, devendo utilizar-se outra técnica para con-
firmar o resultado.

ENSAIO ELISA DE BLOQUEIO PARA A DETECCAO DE ANTICOR-
POS CONTRA O VIRUS DA PESTE EQUINA (AHSV) (ENSAIO RECO-
MENDADO)

O ensaio ELISA de bloqueio é concebido para a deteccdo de anticorpos
especificos anti-AHSV em soros de quaisquer espécies sensiveis. A VP7
constitui a principal proteina antigénica virica do AHSV, sendo conservada
nos nove serotipos. Uma vez que o anticorpo monoclonal (Mab) também ¢
dirigido contra o VP7, o ensaio apresenta um elevado nivel de sensibilidade
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e especificidade. Além disso, o antigénio recombinante VP7 ¢ totalmente
inocuo, proporcionando, assim, um elevado grau de seguranga.

O principio do ensaio consiste no bloqueio por anticorpos da amostra da
reaccdo entre o antigénio recombinante VP7, ligado a placa ELISA, e o Mab
conjugado especifico da proteina recombinante VP7. Os anticorpos do soro
da amostra em analise bloqueiam a reacgdo entre o antigénio ¢ o Mab,
resultando numa reducdo da coloragéo.

O ensaio seguidamente descrito ¢ utilizado no laboratério de referéncia da
Comunidade Europeia para a peste equina, em Algete (Espanha).

3.1. Procedimento
3.1.1. Placas ELISA

3.1.1.1. Revestir as placas ELISA com proteina recombinante AHSV-4
VP7 diluida em tampdo de carbonato-bicarbonato a pH 9,6.
Incubar a 4 °C de um dia para o outro.

3.1.1.2. Lavar as placas cinco vezes com PBS contendo 0,05 % (v/v)
de Tween 20 (PBST).

3.1.1.3. Estabilizar as placas revestidas com o antigénio por tratamento
com uma solugdo adequada (de forma a permitir a armazena-
gem a seco, a 4 °C, por periodos longos, sem perda de acti-
vidade) e secar invertendo a placa sobre um material absor-
vente.

3.1.2. Amostras em andlise e testemunhas

3.1.2.1. Para rastreio: Diluir em PBST, directamente na placa, os
soros em analise e soros-testemunha na
proporc¢do 1: 10, de modo a obter um vo-
lume final de 100 pl/alvéolo. Incubar a
37 °C durante uma hora.

3.1.22. para titulagio:  Distribuir por oito alvéolos (100 pl/al-
véolo) diluicdes sucessivas para metade
(de 1: 10 a 1: 1280) dos soros em analise
e soros-testemunha positivos. As testemu-
nhas negativas sdo analisadas numa dilui-
¢do de 1: 10.

3.1.3. Conjugado

Adicionar a cada alvéolo 50 pl de Mab (anticorpo monoclonal
especifico de VP7) anti-VP7) conjugado com HRP, previa-
mente diluido, e misturar suavemente de forma a garantir a
homogeneidade. Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

3.1.4. Lavar as placas cinco vezes com PBST e secar do modo atras
descrito.

3.1.5.  Cromogénio/Substrato

Adicionar a cada alvéolo 100 pl de solucdo cromogénio/sub-
strato constituida por 1 ml de ABTS (4cido 2,2'-azino-bis[3-
-etilbenzotiazolino-6-sulfonico]) na concentracdo de 5 mg/ml e
9 ml de tampao-substrato (0,1M tampao de fosfato-citrato de
pH 4 com 0,03 % H,0,) e incubar a temperatura ambiente
durante 10 minutos. O desenvolvimento da coloragdo é sus-
penso mediante a adigdo, a cada alvéolo, de 100 pl de SDS
(dodecilsulfato de sodio) a 2 % (m/v).

3.1.6. Determinagoes

Efectuar a leitura da DO a 405 nm com recurso a um leitor
para placas ELISA.

3.2. Interpretacdo dos resultados
3.2.1. Valida¢ao do ensaio

O ensaio ¢ valido se a densidade Optica (DO) da testemunha
negativa (TN) for superior a 1,0 e a DO da testemunha posi-
tiva (TP) for inferior a 0,2.
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3.2.2.

3.23.

Cdlculo dos valores-limite

Valor-limite positivo TN — [(TN — TP)fi0.3]
Valor-limite negativo TN — [(TN — TP)fi0.2]

Em que TN representa a DO da testemunha negativa e TP a
DO da testemunha positiva.

Interpretagdo dos resultados

As amostras com DO inferior ao valor-limite positivo devem
ser consideradas positivas em relagdo aos anticorpos anti-
-AHSV.

As amostras com DO superior ao valor-limite negativo devem
ser consideradas negativas em relacdo aos anticorpos anti-
-AHSV.

As amostras com DO compreendida entre os dois valores
referidos deverdo ser consideradas duvidosas, devendo reco-
lher-se novas amostras decorridas duas a trés semanas.



