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nare cu privire la condiþiile de sãnãtate a animale-
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Marþi, 30 iulie 2002

A C T E  A L E  O R G A N E L O R  D E  S P E C I A L I T A T E
A L E  A D M I N I S T R A Þ I E I  P U B L I C E  C E N T R A L E

MINISTERUL AGRICULTURII, ALIMENTAÞIEI ªI PÃDURILOR

O R D I N
pentru aprobarea Normei sanitare veterinare cu privire la condiþiile de sãnãtate a animalelor

ºi certificarea veterinarã pentru importul din þãri terþe de material seminal provenit de la bovine
Ministrul agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor,
în temeiul prevederilor art. 31 alin. 1 din Legea sanitarã veterinarã nr. 60/1974, republicatã, cu modificãrile ºi 

completãrile ulterioare,
în baza  Hotãrârii Guvernului nr. 12/2001 privind organizarea ºi funcþionarea Ministerului Agriculturii, Alimentaþiei ºi

Pãdurilor, cu modificãrile ºi completãrile ulterioare,
vãzând Referatul de aprobare nr. 153.704 din 25 februarie 2002, întocmit de Agenþia Naþionalã Sanitarã Veterinarã,
emite urmãtorul ordin:

Art. 1. Ñ Se aprobã Norma sanitarã veterinarã cu privire la
condiþiile de sãnãtate a animalelor ºi certificarea veterinarã pentru
importul din þãri terþe de material seminal provenit de la bovine,
prevãzutã în anexa care face parte integrantã din prezentul ordin.

Art. 2. Ñ Direcþiile sanitare veterinare judeþene ºi a munici-
piului Bucureºti vor aduce la îndeplinire prevederile prezentului
ordin.

Art. 3. Ñ Agenþia Naþionalã Sanitarã Veterinarã va controla
modul de aducere la îndeplinire a prevederilor prezentului
ordin.

Art. 4. Ñ Prezentul ordin va fi publicat  în Monitorul Oficial
al României, Partea I, ºi va intra în vigoare în termen de
15 zile de la data publicãrii lui.

Ministrul agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor,
Ilie Sârbu

Bucureºti, 11 martie 2002.
Nr. 105.



ANEXÃ
NORMÃ SANITARÃ VETERINARÃ

cu privire la condiþiile de sãnãtate a animalelor ºi certificarea veterinarã pentru importul din þãri terþe
de material seminal provenit de la bovine
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Art. 1. Ñ Autoritatea sanitarã veterinarã centralã a
României avizeazã importul de material seminal provenit de la
bovinele care îndeplinesc condiþiile stabilite în certificatele de
sãnãtate a animalelor prevãzute în anexele nr. 1Ñ4.

Art. 2. Ñ Þãrile terþe autorizate sã utilizeze modelul de
certificat de sãnãtate a animalelor prevãzut în anexa nr. 1
sunt: Republica Cehã, Ungaria, Noua Zeelandã, Polonia,
România, Elveþia ºi Republica Slovacã.

Art. 3. Ñ Þara autorizatã sã utilizeze modelul de certificat
de sãnãtate a animalelor prevãzut în anexa nr. 2 este Statele
Unite ale Americii.

Art. 4. Ñ Þara autorizatã sã utilizeze modelul de certificat
de sãnãtate a animalelor prevãzut în anexa nr. 3 este
Canada, excluzând regiunea vãii Okanagan din Columbia 
Britanicã, care este definitã ca zona delimitatã de o linie trasatã

de la un punct aflat pe graniþa care separã Canada de
Statele Unite ale Americii, de 120¼15Õ longitudine, 49¼ latitu-
dine îndreptatã spre nord, cãtre un punct de 119¼35Õ longitu-
dine, 50¼30Õ latitudine, într-o direcþie nord-est cãtre un punct
de 119¼ longitudine, 50¼45Õ latitudine, într-o direcþie sudicã
spre un punct aflat pe graniþa care separã Canada de Statele
Unite ale Americii, de 118¼15Õ longitudine ºi 49¼ latitudine.

Art. 3. Ñ Þara autorizatã sã utilizeze modelul de certificat de
sãnãtate a animalelor prevãzut în anexa nr. 4 este Australia.

Art. 4. Ñ Testarea bovinelor pentru febra cataralã ºi pentru
boala hemoragicã epizooticã se va efectua conform protocoa-
lelor prevãzute în anexa nr. 5.

Art. 5. Ñ Anexele nr. 1Ñ5 fac parte integrantã din pre-
zenta normã sanitarã veterinarã.

ANEXA Nr. 1
la norma sanitarã veterinarã

C E R T I F I C A T  D E  S Ã N Ã T A T E  A  A N I M A L E L O R

pentru importul de material seminal provenit de la bovine

1. Expeditor (numele ºi adresa completã) Numãrul certificatului
2. Þara terþã a colectãrii

3. Destinatar (numele ºi adresa completã) 4. Autoritatea sanitarã veterinarã competentã
5. Autoritatea sanitarã veterinarã competentã localã

6. Locul încãrcãrii 7. Numele ºi adresa centrului de colectare a mate-
rialului seminal

8. Mijlocul de transport 11. Numãrul de autorizare a centrului de colectare
a materialului seminal

9. Locul ºi þara de destinaþie
10. Numãrul sigiliului containerelor cu material seminal
12. Identificarea materialului seminal proaspãt sau congelat*)

a) Numãrul de doze b) Data (datele) colectãrii c) Rasa
d) Identificarea animalului donator

*) A se anula, dupã caz.

13. Subsemnatul ..........., medic veterinar oficial, am citit ºi
îmi este cunoscutã Directiva Consiliului 88/407/CEE ºi certific cã: 

a) ............................................................................................... 
(denumirea þãrii exportatoare) 

a fost indemnã de pestã bovinã ºi febrã aftoasã pe o peri-
oadã de 12 luni înainte de colectarea materialului seminal
pentru export ºi pânã la data de expediere a sa, în cursul
aceleiaºi perioade nu s-a efectuat nici o vaccinare împotriva
acestor boli; 

b) centrul de colectare a materialului seminal în care a fost
colectat materialul seminal ce urmeazã sã fie exportat a fost: 

ii(i) autorizat conform condiþiilor stabilite în cap. I din anexa A
la Directiva Consiliului 88/407/CEE; 

i(ii) condus ºi supravegheat conform condiþiilor stabilite în
cap. II din anexa A la Directiva Consiliului 88/407/CEE; 

(iii) indemn de rabie, tuberculozã, brucelozã, antrax ºi pleu-
ropneumonia contagioasã bovinã pe o perioadã de 30
de zile înainte de data colectãrii materialului seminal ce
trebuie exportat ºi de 30 de zile dupã data colectãrii
(în cazul materialului seminal proaspãt pânã în ziua
expedierii); 

c) bovinele care se gãsesc la centrul de colectare a mate-
rialului seminal: 

ii(i) provin din efective ºi/sau au fost fãtate de mame care
îndeplinesc condiþiile prevãzute la cap. I din anexa B la
Directiva 88/407/CEE;

i(ii) au fost supuse, înainte de a intra în izolare, testelor
solicitate conform cap. I din anexa B la Directiva
88/407/CEE;  

(iii) au respectat cerinþele de izolare înainte de intrare ºi pe
cele de testare stabilite conform cap. I din anexa B la
Directiva 88/407/CEE; 

(iv) au fost þinute cel puþin un an ºi au fost supuse testelor
de rutinã conform cap. II din anexa B la Directiva
88/407/CEE; 

(d) materialul seminal ce trebuie exportat: 
ii(i) a fost obþinut de la donatori care au fost þinuþi în 
................................................................................................. 

(denumirea þãrii exportatoare) 
o perioadã de 6 luni înainte de colectarea materialului seminal
pentru export ºi care satisfac condiþiile stabilite în anexa C la
Directiva 88/407/CEE; 

i(ii) a fost obþinut de la donatori care: 
1. se gãsesc într-un centru de colectare a materialului

seminal în care toate bovinele, în cursul a 12 luni înainte de
colectarea materialului seminal pentru export, au fost supuse,
cu rezultate negative, unui test de seroneutralizare sau unui
test Elisa pentru rinotraheita infecþioasã bovinã/vulvovaginita
pustuloasã infecþioasã1); sau 

2. au reacþionat negativ la un test de seroneutralizare sau
la un test Elisa pentru rinotraheita infecþioasã bovinã/vulvovagi-
nita pustuloasã infecþioasã, efectuat într-o perioadã de 12 luni
înainte de colectarea materialului seminal pentru export; sau 

1) Se anuleazã, dupã caz.



3. sunt seropozitivi, fiind vaccinaþi în concordanþã cu cap. II

din anexa B la Directiva Consiliului 88/407/CEE ºi având un

rezultat negativ la un test de seroneutralizare sau la un test

Elisa, efectuat înainte de vaccinare în centrul de colectare a
materialului seminal aprobat; 

(iii) a fost prelucrat, depozitat ºi transportat în condiþii care
îndeplinesc prevederile Directivei 88/407/CEE. 
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Întocmit la ............................................................................, la ....................................................................................................... 
(locul) (data) 

Semnãtura1) .................................................................................
Numele ºi prenumele (cu majuscule) ...................................... 
Titlul oficial .................................................................................. 

1) Semnãtura ºi ºtampila trebuie sã fie de o culoare diferitã de cea a tipãriturii. 

ANEXA Nr. 2 
la norma sanitarã veterinarã 

C E R T I F I C A T  D E  S Ã N Ã T A T E  A  A N I M A L E L O R  

pentru importul de material seminal provenit de la bovine din Statele Unite ale Americii 

1. Expeditor (numele ºi adresa completã) Numãrul certificatului 
2. Þara terþã a colectãrii 

3. Destinatar (numele ºi adresa completã) 4. Autoritatea sanitarã veterinarã competentã 

5. Autoritatea sanitarã veterinarã competentã localã

6. Locul încãrcãrii 7. Numele ºi adresa centrului de colectare a mate-
rialului seminal 

8. Mijlocul de transport 
9. Locul ºi þara de destinaþie 11. Numãrul de autorizare a centrului de colectare

a materialului seminal 
10. Numãrul sigiliului containerelor cu material seminal 
12. Identificarea materialului seminal proaspãt sau congelat*) 
a) Numãrul de doze b) Data (datele) colectãrii c) Rasa 
d) Identificarea animalului donator 

*) A se anula, dupã caz. 

ªtampilã1)

13. Subsemnatul ............, medic veterinar oficial, am citit ºi
îmi sunt cunoscute prevederile Ordinului ministrului agriculturii,
alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001, publicat în Monitorul Oficial
al României, Partea I, nr. 111 din 11 februarie 2002, ºi certific cã: 

a) ............................................................................................... 
(denumirea þãrii exportatoare) 

a fost indemnã de pestã bovinã ºi febrã aftoasã într-o peri-
oadã  de 12 luni imediat înainte de colectarea materialului
seminal pentru export ºi pânã la data de expediere a sa ºi în
cursul aceleiaºi perioade nu s-a efectuat nici o vaccinare
împotriva acestor boli; 

b) centrul de colectare a materialului seminal în care a fost
colectat materialul seminal ce urmeazã sã fie exportat a fost: 

ii(i) autorizat conform prevederilor Ordinului ministrului agri-
culturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001; 

i(ii) condus ºi supravegheat conform prevederilor Ordinului
ministrului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor
nr. 353/2001; 

(iii) indemn de rabie, tuberculozã, brucelozã, antrax ºi
pleuropneumonia contagioasã bovinã pe o perioadã de
30 de zile înainte de data colectãrii materialului seminal
ce trebuie exportat ºi de 30 de zile dupã colectare (în
cazul materialului seminal proaspãt pânã în ziua expe-
dierii); 

c) bovinele care se gãsesc la centrul de colectare a mate-
rialului seminal: 

ii(i) provin din efective ºi/sau au fost fãtate de mame care
îndeplinesc condiþiile prevãzute  de Ordinul ministrului
agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001; 

i(ii) au fost supuse, înainte de a intra în izolare, testelor
prevãzute în Ordinul ministrului agriculturii, alimentaþiei
ºi pãdurilor nr. 353/2001; 

(iii) au respectat cerinþele de izolare înainte de intrare ºi pe
cele de testare stabilite în Ordinul ministrului agriculturii,
alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001; 

(iv) au fost þinute cel puþin un an ºi au fost supuse testelor
de rutinã conform Ordinului ministrului agriculturii, ali-
mentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001; 

d) materialul seminal ce trebuie exportat: 
ii(i) a fost obþinut de la donatori care au fost þinuþi în 
................................................................................................. 

(denumirea þãrii exportatoare) 
o perioadã de 6 luni imediat înainte de colectarea materialului
seminal pentru export, ºi care îndeplinesc condiþiile prevãzute
în Ordinul ministrului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor
nr. 353/2001; 

i(ii) a fost obþinut de la donatori care: 
1. se gãsesc într-un centru de colectare a materialului

seminal în care toate bovinele, în cursul a 12 luni înainte de
colectarea materialului seminal pentru export, au fost supuse,
cu rezultate negative, unui test de seroneutralizare sau unui
test Elisa pentru rinotraheita infecþioasã bovinã/vulvovaginita
pustuloasã infecþioasã1); sau 

2. reacþioneazã negativ la un test de seroneutralizare sau
un test Elisa pentru rinotraheita infecþioasã bovinã/vulvovaginitã
pustuloasã infecþioasã, efectuat într-o perioadã de 12 luni
înainte de colectarea materialului seminal pentru export; sau 

3. sunt seropozitivi, fiind vaccinaþi conform Ordinului minis-
trului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001 ºi având
un rezultat negativ la un test de seroneutralizare sau la un
test Elisa, efectuat înainte de vaccinare în centrul de colectare
a materialului seminal aprobat; 

1) Se anuleazã, dupã caz.



(iii) a fost prelucrat, depozitat ºi transportat conform
Ordinului ministrului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor
nr. 353/2001; 

(iv) a fost obþinut de la tauri donatori care au fost supuºi
de douã ori, la interval de cel mult 12 luni, înainte ºi
dupã colectare, la urmãtoarele teste, cu rezultate nega-
tive, într-un laborator autorizat (testarea dupã colectare
trebuie sã fie efectuatã pe o probã de sânge prelevatã

cu nu mai puþin de 21 de zile dupã colectarea materi-
alului seminal pentru export): 

1. un test Elisa competitiv pentru febra cataralã, conform
anexei nr. 5 la prezenta normã sanitarã veterinarã; 

2. un test de imunodifuzie în gel de agar conform anexei
nr. 5 la prezenta normã sanitarã veterinarã ºi un test de
neutralizare pentru toate serotipurile virusului bolii hemoragice
epizootice cunoscute ca existând în þara exportatoare. 
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Întocmit la .............................................................................., la ....................................................................................................... 
(locul) (data) 

Semnãtura1) .................................................................................
Numele ºi prenumele (cu majuscule) ........................................ 
Titlul oficial ................................................................................. 

1) Semnãtura ºi ºtampila trebuie sã fie de o culoare diferitã de cea a tipãriturii. 

ANEXA Nr. 3

la norma sanitarã veterinarã

C E R T I F I C A T  D E  S Ã N Ã T A T E  A  A N I M A L E L O R

pentru importul de material seminal provenit de la bovine

1. Expeditor (numele ºi adresa completã) Numãrul certificatului
2. Þara terþã a colectãrii

3. Destinatar (numele ºi adresa completã) 4. Autoritatea sanitarã veterinarã competentã

5. Autoritatea sanitarã veterinarã competentã localã

6. Locul încãrcãrii 7. Numele ºi adresa centrului de colectare a mate-
rialului seminal

8. Mijlocul de transport 11. Numãrul de autorizare a centrului de colectare
9. Locul ºi statul membru de destinaþie a materialului seminal
10. Numãrul sigiliului containerelor cu material seminal
12. Identificarea materialului seminal proaspãt sau congelat*)
a) Numãrul de doze b) Data (datele) colectãrii c) Rasa
d) Identificarea animalului donator

*) A se anula, dupã caz

ªtampilã1)

13. Subsemnatul ............., medic veterinar oficial, am citit
ºi îmi sunt cunoscute prevederile Ordinului ministrului agricul-
turii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001, publicat în Monitorul
Oficial al României, Partea I, nr. 111 din 11 februarie 2002, ºi
certific cã:

a) ...........................................................................................
(denumirea þãrii exportatoare)

a fost indemnã de pestã bovinã ºi febrã aftoasã într-o peri-
oadã de 12 luni imediat înainte de colectarea materialului
seminal pentru export ºi pânã la data de expediere a sa ºi în
cursul aceleiaºi perioade nu s-a efectuat nici o vaccinare
împotriva acestor boli;

b) centrul de colectare a materialului seminal în care a fost
colectat materialul seminal ce urmeazã sã fie exportat a fost;

ii(i) autorizat conform Ordinului ministrului agriculturii, ali-
mentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;

i(ii) condus ºi supravegheat conform Ordinului ministrului
agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;

(iii) indemn de rabie, tuberculozã, brucelozã, antrax ºi pleuro-
pneumonia contagioasã bovinã o perioadã de 30 de
zile înainte de data de colectare a materialului seminal
ce trebuie exportat ºi de 30 de zile dupã colectare (în
cazul materialului seminal proaspãt pânã în ziua expe-
dierii);

c) bovinele care se gãsesc la centrul de colectare a mate-
rialului seminal:

ii(i) provin din efective ºi/sau au fost fãtate de mame care
îndeplinesc condiþiile prevãzute în Ordinul ministrului
agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;

i(ii) au fost supuse, înainte de a intra în izolare, testelor
prevãzute în Ordinul ministrului agriculturii, alimentaþiei
ºi pãdurilor nr. 353/2001;

(iii) au respectat cerinþele de izolare înainte de intrare ºi pe
cele de testare prevãzute în Ordinul ministrului agricul-
turii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;

(iv) au fost þinute pentru cel puþin un an, au fost supuse
testelor de rutinã, conform Ordinului ministrului agricul-
turii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001 ºi cap. II din
anexa B la Directiva 88/407/CEE;

d) materialul seminal ce trebuie exportat:
ii(i) a fost obþinut de la donatori care au fost þinuþi în
................................................................................................

(denumirea þãrii exportatoare)
o perioadã de 6 luni imediat înainte de colectarea materialului
seminal pentru export ºi care îndeplinesc condiþiile prevãzute
în Ordinul ministrului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor
nr. 353/2001;

i(ii) a fost obþinut de la donatori care:



1. se gãsesc într-un centru de colectare a materialului
seminal în care toate bovinele, în cursul a 12 luni înainte de
colectarea materialului seminal pentru export, au fost supuse,
cu rezultate negative, unui test de seroneutralizare sau unui
test Elisa pentru rinotraheita infecþioasã bovinã/vulvovaginita
pustuloasã infecþioasã1); sau

2. au reacþionat negativ la un test de seroneutralizare sau
la un test Elisa pentru rinotraheita infecþioasã bovinã/vulvova-
ginita pustuloasã infecþioasã, efectuat într-o perioadã de
12 luni înainte de colectarea materialului seminal pentru
export; sau

3. sunt seropozitivi, fiind vaccinaþi conform Ordinului minis-
trului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001, având
un rezultat negativ la un test de seroneutralizare sau la un
test Elisa, efectuat înainte de vaccinare, în centrul de colec-
tare a materialului seminal aprobat;

(iii) a fost prelucrat, depozitat ºi transportat conform
Ordinului ministrului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor
nr. 353/2001;

(iv) a fost obþinut de la tauri donatori care, fie:
1. se gãseau în centrul autorizat de colectare a materialu-

lui seminal la data de 1 iulie 1994; fie
2. au fost introduºi în centrul autorizat dupã data de 1 iulie

1994, fiind supuºi, cu rezultate negative, urmãtoarelor teste
pentru febra cataralã ºi boala hemoragicã epizooticã, într-un
laborator autorizat, înainte de a intra în centru ºi în orice caz
au fost supuºi semestrial, cu rezultate negative, urmãtoarelor
teste, într-un laborator autorizat:

Ñ test Elisa competitiv pentru febra cataralã conform ane-
xei nr. 5 la prezenta normã sanitarã veterinarã;

Ñ test de imunodifuzie în gel de agar, conform anexei
nr. 5 la prezenta normã sanitarã veterinarã ºi test de neutrali-
zare pentru toate serotipurile virusului bolii hemoragice epizoo-
tice gãsite în þara exportatoare.
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Întocmit la .............................................................................., la ................................................................................................ 
(locul) (data) 

Semnãtura2) .........................................................................
Numele ºi prenumele (cu majuscule) ................................
Titlul oficial ...........................................................................

1) Se anuleazã, dupã caz. 
2) Semnãtura ºi ºtampila trebuie sã fie de o culoare diferitã de cea a tipãriturii. 

ANEXA Nr. 4
la norma sanitarã veterinarã

C E R T I F I C A T  D E  S Ã N Ã T A T E  A  A N I M A L E L O R

pentru importul de material seminal provenit de la bovine

1. Expeditor (numele ºi adresa completã) Numãrul certificatului
2. Þara terþã a colectãrii

3. Destinatar (numele ºi adresa completã) 4. Autoritatea sanitarã veterinarã competentã

5. Autoritatea sanitarã veterinarã competentã localã
6. Locul încãrcãrii 7. Numele ºi adresa centrului de colectare a materia-

lului seminal
8. Mijlocul de transport 11. Numãrul de autorizare a centrului de colectare

a materialului seminal
9. Locul ºi statul membru de destinaþie

10. Numãrul sigiliului containerelor cu material seminal
12. Identificarea materialului seminal proaspãt sau congelat*)
a) Numãrul de doze b) Data (datele) colectãrii c) Rasa
d) Identificarea animalului donator

*) A se anula, dupã caz.

ªtampilã2)

13. Subsemnatul, .........., medic veterinar oficial, am citit ºi
îmi sunt cunoscute prevederile Ordinului ministrului agriculturii,
alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001 ºi certific cã:

a) ...........................................................................................
(denumirea þãrii exportatoare)

a fost indemnã de pestã bovinã ºi febrã aftoasã într-o peri-
oadã de 12 luni imediat înainte de colectarea materialului
seminal pentru export ºi pânã la data de expediere a sa ºi în
cursul aceleiaºi perioade nu s-a efectuat nici o vaccinare
împotriva acestor boli;

b) centrul de colectare a materialului seminal în care a fost
colectat materialul seminal ce urmeazã sã fie exportat a fost:

ii(i) autorizat conform prevederilor Ordinului ministrului agri-
culturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;

i(ii) condus ºi supravegheat conform prevederilor Ordinului
ministrului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor
nr. 353/2001;

(iii) indemn de rabie, tuberculozã, brucelozã, antrax ºi pleuro-
pneumonia contagioasã bovinã o perioadã de 30 de
zile înainte de data colectãrii materialului seminal ce
trebuie exportat ºi de 30 de zile dupã colectare (în
cazul materialului seminal proaspãt pânã în ziua expe-
dierii);

c) bovinele care se gãsesc la centrul de colectare a mate-
rialului seminal:

ii(i) provin din efective ºi/sau au fost fãtate de mame care
îndeplinesc condiþiile prevãzute în Ordinul ministrului
agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;
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i(ii) au fost supuse, înainte de a intra în izolare, testelor
prevãzute în Ordinul ministrului agriculturii, alimentaþiei
ºi pãdurilor nr. 353/2001;

(iii) au respectat cerinþele de izolare înainte de intrare ºi pe
cele de testare, prevãzute în Ordinul ministrului agricul-
turii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;

(iv) au fost þinute cel puþin un an ºi au fost supuse testelor
de rutinã, conform Ordinului ministrului agriculturii, ali-
mentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;

d) materialul seminal ce trebuie exportat:
ii(i) a fost obþinut de la donatori care au fost þinuþi în
...........................................................................................

(denumirea þãrii exportatoare)
o perioadã de 6 luni imediat înainte de colectarea
materialului seminal pentru export ºi care îndeplinesc
condiþiile prevãzute în Ordinul ministrului agriculturii, ali-
mentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001;

i(ii) a fost obþinut de la donatori care:
1. se gãsesc într-un centru de colectare a materialului

seminal în care toate bovinele, în cursul a 12 luni înainte de
colectarea materialului seminal pentru export, au fost supuse,
cu rezultate negative, unui test de seroneutralizare sau unui
test Elisa pentru rinotraheita infecþioasã bovinã/vulvovaginita
pustuloasã infecþioasã1); sau

2. au reacþionat negativ la un test de seroneutralizare sau
la un test Elisa pentru rinotraheita infecþioasã bovinã/vulvovagi-
nita pustuloasã infecþioasã, efectuat pe perioada a 12 luni
înainte de colectarea materialului seminal pentru export; sau

3. sunt seropozitivi, fiind vaccinaþi, conform Ordinului minis-
trului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor nr. 353/2001, având
rezultat negativ la un test de seroneutralizare sau la un test
Elisa, efectuat în centrul aprobat de colectare a materialului
seminal înainte de vaccinare;

(iii) a fost prelucrat, depozitat ºi transportat conform
Ordinului ministrului agriculturii, alimentaþiei ºi pãdurilor
nr. 353/2001;

(iv) a fost obþinut de la tauri donatori care au fost supuºi
de douã ori, la interval de cel mult 12 luni, înainte ºi
dupã colectare, la urmãtoarele teste, cu rezultate nega-
tive, într-un laborator autorizat (testul în urma colectãrii
trebuie sã fie efectuat pe o probã de sânge prelevatã
cu nu mai puþin de 21 de zile dupã colectarea materi-
alului seminal pentru export):

1. un test Elisa competitiv pentru febra cataralã, conform ane-
xei nr. 5 la prezenta normã sanitarã veterinarã;

2. un test de imunodifuzie în gel de agar, conform anexei
nr. 5 la prezenta normã sanitarã veterinarã ºi un test de neu-
tralizare pentru toate serotipurile virusului bolii hemoragice epi-
zootice cunoscute ca existând în þara exportatoare.

3. un test seroneutralizare pentru virusul Akabane.

Întocmit la .............................................................................., la ................................................................................................... 
(locul) (data) 

Semnãtura2) .................................................................................
Numele ºi prenumele (cu majuscule) ...................................... 
Titlul oficial ................................................................................. 

1) Se anuleazã, dupã caz. 
2) Semnãtura ºi ºtampila trebuie sã fie de o culoare diferitã de cea a tipãriturii. 

ANEXA Nr. 5
la norma sanitarã veterinarã

P R O T O C O L

pentru un test Elisa competitiv �test de imunoabsorbþie cu legãturã enzimaticãÒ, test utilizând anticorpi monoclonali 
specifici de grup pentru detectarea anticorpilor virusului febrei catarale

ªtampilã2)

Test competitiv Elisa pentru febra cataralã, utilizând anticorpul
monoclonal 3-17-A3

Testul este capabil sã detecteze anticorpi faþã de toate
serotipurile cunoscute ale virusului febrei catarale �VFCÒ.

Principiul testului este întreruperea reacþiei dintre antigenul
VFC ºi un anticorp monoclonal specific de grup �3-17-A3Ò prin
adãugarea de diluþii ale serului de testat. Anticorpii VFC pre-
zenþi în serul de testat blocheazã reactivitatea anticorpului
monoclonal �AcMÒ ºi rezultã o atenuare a schimbãrii aºteptate
a culorii în momentul adãugãrii substratului enzimatic.

Materiale ºi reagenþi
1. Plãci de microtitrare cu fund plat
2. Antigen: preparat în modul descris mai jos
3. Tampon de blocare: lapte praf deshidratat �MarvelÒ 5%

�w/vÒ, Tween-20 0,1% �v/vÒ �furnizat ca soluþie de polioxietilenã
sorbiton  monolauratÒ în soluþie salinã tamponatã Ñ fosfat
�PBSÒ

4. Anticorp monoclonal 3-17-A3 �furnizat ca supernatant de
culturã tisularã hibridomãÒ depozitat la temperatura de Ð20¼C

sau liofilizat, diluat 1/50, cu tampon de blocare înainte de uti-
lizare, dirijat contra polipeptidei p7 specificã de grup

5. Conjugat: globulinã de iepure antiºoarece �absorbitã ºi
eluatãÒ, conjugatã cu peroxidazã de hrean ºi pãstratã la întu-
neric la temperatura de 4¼C

6. Substrat ºi cromogen: 0,2 g de ortofenilen-diaminã
�OFDÒ dizolvatã într-un tampon constând în 2,553 g acid citric
ºi 4,574 g di-sodium hidrogenortofosfat adus la 500 ml cu apã
distilatã, împãrþitã în cote-pãrþi de 25 ml ºi pãstratã la întune-
ric la temperatura de Ð20¼C, cu 12 µl/25 ml de peroxid de
hidrogen �30% w/vÒ adãugat imediat înainte de utilizare

A se manipula OFD cu precauþii Ñ a se purta mãnuºi din
cauciuc Ñ suspect de a fi mutagen

7. Acid sulfuric 1 M: 26,6 ml de acid adãugat la 474,4 ml
apã distilatã

Atenþie Ñ Întotdeauna se adaugã acid în apã, niciodatã
apã în acid

8. Agitator orbital
9. Cititor de plãci Elisa Ñ testul poate fi citit vizual



Protocol de testare

H G F E D C B A

Martor Antigen + conjugat 1

Controlul AcM 2

Controlul pozitivelor Antigen + AcM + conjugat 3

Antigen + ser pozitiv + AcM + conjugat

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256

Seruri de testat

1/2 1/4 1/8 1/16 1/2 1/4 1/8 1/16 4

5

6
Seruri de testat

7

8

9

10

11

12
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Protocol de testare
Controlul martorului
Rândul 1AÑH reprezintã un control al martorului constând

în antigen VFC ºi conjugat. Acesta poate fi utilizat pentru a
etalona cititorul Elisa.

Controlul AcM
Rândul 2AÑH reprezintã controlul anticorpului monoclonal

ºi constã în antigen VFC, anticorp monoclonal ºi conjugat.
Acesta reprezintã un control negativ. Media citirilor densitãþilor
optice pentru acest rând de control reprezintã valoarea de
inhibiþie 0%.

Controlul pozitiv
Rândul 3AÑH reprezintã controlul pozitiv. Acesta constã în

antigen VFC, diluþii ale antiserului pozitiv VFC, AcM ºi conju-
gat. Acesta este inclus ca un indicator al faptului cã testul
funcþioneazã corespunzãtor ºi cã de la test la test trebuie sã
fie obþinute niveluri similare de inhibiþie.

Seruri de testat
În schema de testare prezentatã mai sus pot fi testate

18 seruri la o ratã a diluþiei de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16. Aceasta va
da unele indicaþii asupra titrului de anticorpi în serul de testat.
Aceastã gamã de diluþii poate fi extinsã ulterior pentru a se
obþine titruri finale ale diluþiei serului. În mod alternativ, pentru
studiile serologice la scarã mare, serurile pot fi testate la o
diluþie unicã de 1/4 sau la douã diluþii de 1/2 ºi 1/4 ca un
test de control rapid.

Procedura
1. Se dilueazã antigenul VFC cu concentraþie pretitratã în

PBS, se agitã pentru scurt timp folosindu-se baia de ultra-
sunete pentru a dispersa virusul agregat, iar �dacã baia de
ultrasunete nu este disponibilã, se pipeteazã vigurosÒ ºi se
adaugã 50 µl în toate godeurile plãcii Elisa. Se lovesc uºor
marginile plãcii pentru a dispersa antigenul.

2. Se incubeazã la temperatura de 37¼C timp de 60 de
minute într-un agitator orbital. Se spalã plãcile de trei ori prin
umplerea ºi golirea godeurilor cu PBS nesteril ºi se usucã cu
hârtie absorbantã.

3. Se adaugã 50 µl de tampon de blocare pentru fiecare
godeu. Se adaugã serurile de testat ºi serul pozitiv în godeu-
rile corespunzãtoare ºi se dilueazã pe suprafaþa plãcii
utilizându-se o pipetã cu canale multiple. Nu se adaugã ser în
cazul controlului cu blanc sau controlului AcM.

4. Imediat dupã adãugarea serurilor de testat se dilueazã
AcM în tamponul de blocare �cu diluþie pretitratãÒ ºi se adaugã
50 ml în toate godeurile plãcii, cu excepþia controlului cu blanc.

5. Se incubeazã la temperatura de 37¼C timp de 60 de
minute într-un agitator orbital. Se spalã de trei ori cu PBS ºi
se usucã.

6. Se dilueazã concentratul de globuline de iepure anti-
ºoarece la 1/5000 în tampon de blocare ºi se adaugã 50 µl
în toate godeurile plãcii.

7. Se incubeazã la temperatura de 37¼C timp de 60 de minute
într-un agitator orbital. Se spalã de trei ori cu PBS ºi se usucã.

8. Se dezgheaþã OPD ºi imediat înainte de utilizare se
adaugã 12 µl din peroxid de hidrogen 30% la fiecare 25 ml de
OPD. Se adaugã 50 µl în toate godeurile plãcii. Se aºteaptã
aproximativ 10 minute pentru a se modifica culoarea ºi se
opreºte reacþia cu acid sulfuric 1M �50 µl/godeuÒ. Culoarea tre-
buie sã se modifice în godeurile de control al AcM ºi în acele
godeuri care conþin seruri fãrã nici un anticorp VFC.

9. Se examineazã ºi se înregistreazã plãcile fie vizual, fie
utilizându-se un cititor spectrofotometric.

Analiza rezultatelor
Se calculeazã media citirilor densitãþilor optice �DOÒ

plecându-se de la controalele AcM. Aceasta reprezintã valoarea
de inhibiþie 0%. Citirile densitãþii optice ale serurilor de testat
sunt exprimate ca valori procentuale de inhibiþie, utilizându-se
urmãtoarea formulã:
Valoarea procentualã = 100 Ð DO în prezenþa serului de testat x 100de inhibiþie DO în absenþa serului de testat

Valorile de inhibiþie mai mari de 40% la o diluþie a serului
de 1/4 sunt considerate pozitive. Citirea vizualã este posibilã
dacã o inhibiþie de 40% este cea mai micã valoare uºor vizi-
bilã cu ochiul liber.



Prepararea antigenului VFC pentru tehnica Elisa
1. Se spalã de 3 ori 10 plãci de celule confluente BHK-21

cu mediul EagleÕs fãrã ser ºi se infecteazã cu serotipul 1 al
virusului febrei catarale într-un mediu EagleÕs fãrã ser.

2. Se incubeazã la temperatura de 37¼C ºi se examineazã
zilnic pentru efectul citopatic �ecpÒ.

3. Atunci când ecp este evident pe 80Ñ90% din stratul de
celule al fiecãrei plãci, se recupereazã virusul prin agitarea
celulelor aderente de sticlã.

4. Se centrifugheazã la 2.000Ñ3.000 rot./min. pentru a
precipita celulele.

5. Se înlãturã supernatantul ºi se resuspendã celulele în
aproximativ 30 ml de PBS conþinând 1% �SarkosylÒ ºi 2 ml
de fluorurã de fenilmetilsulfonil �tampon de lizãÒ.

Aceasta poate determina celulele sã formeze un gel ºi se
pot adãuga mai multe tampoane de lizã pentru a reduce
acest efect.

N O T Ã :
Fluorura de fenilmetilsulfonil este dãunãtoare Ñ a se

manipula cu prudenþã extremã!
6. Se fragmenteazã celulele timp de 60 de secunde, folo-

sindu-se o sondã ultrasonicã la o amplitudine de 30 de microni.
7. Se centrifugheazã la 10.000 rot./min. timp de 10 minute.
8. Se depoziteazã supernatantul la temperatura de +4¼C ºi

se resuspendã celulele precipitate rãmase în 10Ñ20 ml de
tampon de lizã.

9. Se agitã cu ajutorul unui aparat cu ultrasunete ºi se
clarificã, depozitând supernatantul în fiecare etapã, în total de
3 ori.

10. Se reunesc supernatanþii ºi se centrifugheazã la
24.000 rot./min. timp de 120 de minute la temperatura de 4¼C
pe un tampon de 5 ml de sucrozã 40% �w/v în PBSÒ, folo-
sindu-se tuburi de centrifugare Beckmann de 30 ml ºi un rotor
SW 28.

11. Se înlãturã supernatantul, se dreneazã tuburile în între-
gime ºi se resuspendã granula de reziduu celular în PBS prin
supunerea la ultrasunete. Se depoziteazã antigenul în cote-
pãrþi la Ð70¼C.

Titrarea antigenului VFC pentru tehnica Elisa
Antigenul febrei catarale este titrat prin tehnica Elisa indi-

rectã. Diluþii în bazã doi de antigen sunt titrate faþã de o
diluþie constantã �1/50Ò de anticorpi monoclonali 3-17-A3.
Protocolul este dupã cum urmeazã:

Procedura
1. Se dilueazã antigen VFC în PBS de-a lungul plãcii de

microtitrare în serii de diluþii, în bazã doi �50 µl/godeuÒ, uti-
lizându-se o pipetã cu canale multiple.

2. Se incubeazã timp de o orã la temperatura de 37¼C
într-un agitator orbital.

3. Se spalã plãcile de trei ori cu PBS.
4. Se adaugã 50 µl din anticorpul monoclonal 3Ñ17ÑA3

�diluat 1/50Ò în fiecare godeu al plãcii de microtitrare.
5. Se incubeazã timp de o orã la temperatura de 37¼C

într-un agitator orbital.
6. Se spalã plãcile de trei ori cu PBS.
7. Se adaugã în fiecare godeu al plãcii de microtitrare

50 µl de globulinã de iepure antiºoarece conjugatã la peroxi-
dazã de hrean, diluatã pânã la o concentraþie optimã preti-
tratã.

8. Se incubeazã o orã la temperatura de 37¼C într-un agi-
tator orbital.

9. Se adaugã substrat ºi cromogen dupã cum s-a descris
anterior. Se opreºte reacþia dupã 10 minute, prin adãugarea
de acid sulfuric 1 M �50 µl/godeuÒ.

În testul concurent anticorpul monoclonal trebuie sã fie în
exces, de aceea se alege o diluþie de antigen care cade pe
curba de titrare �nu pe zona platouÒ, care dã aproximativ
0,8 DO dupã 10 minute.

Protocolul pentru testul de imunodifuzie pe gel de agar
pentru detectarea anticorpilor bolii hemoragice epizootice

Testul de imunodifuzie pe gel de agar este efectuat în
concordanþã cu urmãtorul protocol:

Materiale ºi reactivi
1. Antigen
Antigenul care precipitã este preparat în orice sistem de

culturã celularã care susþine multiplicarea rapidã a serotipului
�serotipurilorÒ virale corespunzãtoare ale virusului bolii hemora-
gice epizootice. Sunt recomandate celulele BKH sau celulele
Vero. Antigenul este prezent în fluidul supernatant la finalul
creºterii virusului, dar pentru a fi eficient necesitã o concen-
trare de la 50 pânã la 100 de ori. Aceasta poate fi realizatã
prin orice procedurã standard de concentrare a proteinelor;
virusul antigenului poate fi inactivat prin adãugarea de beta-
propiolactonã 0,3% �v/vÒ.

2. Serul de control pozitiv cunoscut
Utilizându-se serul internaþional de referinþã ºi antigenul,

este produs un ser standard naþional, standardizat pentru pro-
porþia optimã faþã de serul internaþional de referinþã, liofilizat
ºi utilizat ca ser de control cunoscut în fiecare test.

3. Serul de testat
Procedurã
1. Agaroza 1% preparatã în tampon de borat sau de bar-

bitol de sodiu, pH de la 8,5 la 9,0, este turnatã într-o placã
Petri de o adâncime minimã de 3,0 mm.

2. Un ºablon de testat din 7 godeuri lipsite de umiditate,
fiecare cu un diametru de 5,0 mm, este tãiat în agar. ªablo-
nul constã într-un godeu central ºi 6 godeuri aranjate în jurul
lui într-un cerc cu o razã de 3 mm.

1
6 2

X
5 3

4
3. Godeul central este umplut cu antigenul standard.

Godeurile periferice 2, 4 ºi 6 sunt umplute cu ser pozitiv
cunoscut, iar godeurile 1, 3 ºi 5 sunt umplute cu seruri de
testat.

4. Sistemul este incubat o perioadã de pânã la 72 de ore
la temperatura camerei, într-o camerã umedã închisã.

Interpretare
Un ser de testat este pozitiv dacã formeazã o linie de pre-

cipitare specificã cu antigenul ºi formeazã o linie completã de
identitate cu serul de control. Un ser de testat este negativ
dacã nu formeazã o linie specificã cu antigenul ºi nu deviazã
curba serului de control. Plãcile Petri trebuie sã fie examinate
pe fond întunecat ºi utilizându-se iluminare indirectã.
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