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Reglaments

Decret

La cria d'equids, i més concretament de cavalls, s'integra en el conjunt de les activitats agraries i constitueix
una font important dels ingressos de les explotacions.

La Llei 14/2012 del 12 dejuliol, de salut animal i seguretat alimentaria estableix la base per garantir l'equilibri
necessari entre aquesta activitat economica d'una banda i el respecte del benestar animal i la proteccid
de la salut publica de I'altra.

Aquests principis ja eren establerts en el Reglament d'aplicacié de la Decisié 2/1999 del Comite Mixt An-
dorra-CE, pel qual es regulen els intercanvis, les importacions i les exportacions d'animals vius i productes
d'origen animal destinats al consum huma, del 7 de juny del 2000.

El Reglament actual adapta aquesta normativa d'acord amb les disposicions rellevants de la normativa comuni-
taria, en concret de la Directiva 2009/156/CE del Consell de 30 de novembre del 2009 relativa a les condicions
de policia sanitaria que regulen els moviments d'equids i les importacions d'equids procedents de paisos tercers.

Aquest Reglament pretén, d'una banda, garantir el desenvolupament racional del sector de produccio
d'equids, i de l'altra assegurar al maxim la salut i el benestar animals i la seguretat alimentaria.

D'igual manera, regula els moviments dels anomenats equids registrats, els quals cal proveir necessariament
d'un document d'identificacio, d'acord amb el Reglament que estableix els métodes d'identificacié d'equids.

El compliment de les obligacions previstes pel Reglament en els dos casos queda garantit per la figura del
veterinari oficial responsable d'expedir els certificats corresponents. Els certificats expedits en el cas d'equids
intercanviats o exportats son vehiculats mitjancant el sistema d'administracio electronica, anomenat TRA-
CES que permet estrenyer la cooperacid amb els paisos de la Uni¢ Europea i que garanteix la tracabilitat,
lintercanvi d'informacié i la gestid de riscos relacionats amb alertes sanitaries, alhora que lluita contra el
frau i millora la seguretat de la cadena alimentaria.

En concret, el Reglament incideix especialment en les mesures per evitar la propagacié de malalties infeccioses
com la pesta equina d'acord amb els principis establerts per 'Organitzacié Mundial de la Salut Animal (OIE).

El Reglament s'estructura en setze articles, una disposicié derogatoria de la norma adoptada en el seu
moment en compliment de la Decisi6 2/1999 del Comite Mixt establert pel Protocol veterinari i qualsevol
altra norma del mateix rang que s'hi oposi i quatre annexos.

L'articulat defineix I'objecte del Reglament, els termes especifics i els requisits i condicions de salut animal
que regulen tant l'intercanvi com la importacio d'equids.

Aguests dos conceptes -intercanvi i importacié- discriminen les condicions en dos suposits que es regulen
diferentment segons si els animals provenen d'un estat integrant de la Uni¢ Europea o no. Aquest tracte
diferencial es basa en les disposicions del Protocol sobre questions veterinaries complementari a I'Acord
en forma d'intercanvi de notes entre el Principat d’Andorra i la Comunitat Economica Europea signat a
Brussel-les el 15 de maig de 1997. Aquest instrument possibilita el moviment tradicional d'animals i de
productes animals entre Andorra i els paisos de la Uni¢ Europea amb el compromis d'aplicar a Andorra la
normativa comunitaria que garanteixi aguest moviment en condicions equivalents.

Finalment, els quatre annexos estableixen la relacié de malalties de declaraci¢ obligatoria i els models de
declaracio sanitaria emprats en el cas dels equids registrats i de certificat sanitari aplicat al moviment dels
equids de cria, renda o abastament; el quart descriu les proves per al diagnostic de la pesta equina.
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Conseglentment, a proposta de la ministra de Medi Ambient, Agricultura i Sostenibilitat, el Govern, en la
sessio del 30 de maig del 2018, ha aprovat aquest Decret amb el contingut seglent:

Article Unic
S'aprova el Reglament relatiu a les condicions de salut animal que regeixen el moviment i la importacié
d'equids, que entrara en vigor 'endema de ser publicat al Butllet Oficial del Principat d’Andorra.

Reglament relatiu a les condicions de salut animal que regeixen el moviment i la importacié d'equids

Article 1. Objecte

Aquest Reglament estableix les condicions de salut animal que regulen el moviment d'equids a Andorra i
lintercanvi entre Andorra i els estats membres de la Unid Europea, com també la importacié d'equids des
daltres estats que no siguin membres de la Unié Europea.

Article 2. Definicions
1. Als efectes d'aquest Reglament, s'entén per:

a) Explotaci¢: I'establiment agrari o d'ensinistrament, la quadra o, en general, qualsevol local o installacié
on hi hagi o es criin habitualment equids, independentment de I'Us a que es destinin;

b) Centre d'agrupament: qualsevol lloc on s'agrupen equids domestics procedents d'explotacions diver-
ses per constituir-ne lots,

¢) Equid: l'animal doméstic o salvatge de I'especie equina -incloent-hi les zebres- i asinal i els animals que
resulten del seu encreuament;

d) Equid registrat: qualsevol équid, inscrit o registrat o susceptible de ser inscrit en un llibre genealodgic
d'acord amb les normes establertes en el capitol | del titol IX del Reglament d'aplicacié de la Decisié 2/1999
del Comite Mixt CE-Andorra, pel qual es regulen els intercanvis, les importacions i les exportacions d'ani-
mals vius i de productes d'origen animal destinats al consum huma, identificat mitjancant un document
d'identificacio lliurat per:
i) L'autoritat ramadera o qualsevol altra autoritat competent del pais d'origen de I'equid encarregada
de la gesti¢ del llibre genealogic o del registre de la raca d'aquest equid, o
ii) Qualsevol associacié o organitzacio encarregada del control dels cavalls destinats a les competicions
o les curses;

e) Equid d'abastament: l'équid destinat a I'escorxador per ser sacrificat, ja sigui directament, ja sigui des-
prés de romandre en un centre d'agrupament autoritzat, establert d'acord amb l'article 6;

f) Equid de cria i de renda: '¢quid no considerat a les lletres c i d;

g) Estat indemne de pesta equina: qualsevol estat en el territori del qual cap evidencia clinica, serologica
en el cas dels equids no vacunats, o epidemiologica hagi permes comprovar la presencia de pesta equi-
na durant els dos darrers anys i on en els darrers dotze mesos no shagi efectuat cap vacunacio contra
aquesta malaltia;

h) Malalties de declaracio obligatoria: les malalties considerades a I'annex |;

i) Admissio temporal: situacid d'un equid registrat admes al territori del Principat d’/Andorra per un perio-
de no superior a noranta dies que es determinara en funcié de la situacié sanitaria del pais d'expedicio;

j) Moviment: I'expedici6 d'equids a linterior d’/Andorra i lintercanvi d'équids entre el Principat d’Andorra i
els estats membres de la Unié Europeg;

k) Importacié: 'expedicio al Principat d’/Andorra d'equids des d'un pais no integrant de la Uni¢ Europeg;

) Regio transfronterera: la zona geografica dels estats espanyol i frances propera a la frontera amb el
Principat d’Andorra. En el cas del Principat d’Andorra la totalitat del territori té la consideracié de regio
transfronterera.
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2. Per al'aplicaci¢ d'aquest Reglament, qualsevol terme o expressié que no hi estigui definit té, llevat que
del context s'infereixi una interpretaci¢ diferent, el significat que i atribueix la legislacié vigent.

Article 3. Requisits per al moviment déquids
1. Només poden ser autoritzats els moviments d'equids a Andorra i entre Andorra i un estat membre de
la Unidé Europea quan compleixin els requisits establerts als articles 4 i 5.

2. No obstant aix0, l'autoritat competent de I'estat de desti pot atorgar dispenses generals o limitades per
al moviment d'equids:

a) Que es muntin o es portin amb finalitats esportives o recreatives per rutes situades a la regio trans-
fronterera;

b) Que participin en manifestacions culturals o similars, o en activitats organitzades per entitats locals au-
toritzades situades a la regi¢ transfrontererg;

) Destinats exclusivament a la pastura o el treball, de forma temporal, a la regi¢ transfronterera.

Article 4. Condicions de salut animal per al moviment déquids
1. Els équids no poden presentar cap simptoma de malaltia en el moment de la inspeccié. La inspeccié s'ha
de dur a terme en el termini de les quaranta-vuit hores anteriors a 'embarcament o la carrega.

2. Sense perjudici de les disposicions de I'apartat 5 pel que fa a les malalties de declaracié obligatoria, el
veterinari oficial sha d'assegurar en realitzar la inspecci¢ que no hi ha cap fet -basant-se inclis en la de-
claracio del propietari o del criador- que permeti concloure que els equids hagin estat en contacte amb
equids afectats per una infeccié o una malaltia contagiosa en els darrers quinze dies anteriors a la inspeccio.

3. Els equids no poden estar inclosos entre els animals que s'hagin d'eliminar i destruir complint un pro-
grama d'erradicacié de malaltia infecciosa o contagiosa.

4. Els equids han de ser identificats de conformitat amb el Reglament que estableix els metodes d'identi-
ficacio dels equids.

En el cas dels equids registrats, la validesa del document d'identificacié ha de ser suspesa pel veterinari
oficial durant el periode de prohibicions establertes a I'apartat 5 d'aquest article o a larticle 5 d'aquest
Reglament. Quan el cavall registrat sigui sacrificat cal restituir el document a I'autoritat que I'hagi expedit.

5. A més del requisit establert a l'article 5, els equids no poden provenir d'una explotacid que hagi estat
I'objecte d'una de les mesures de prohibicio segtents:

a) En cas que tots els animals de les especies sensibles a la malaltia que es trobin a I'explotacié no hagin
estat sacrificats o eliminats, la durada de la prohibicié imposada a I'explotacié d'origen ha de ser com a
minim de:
i) Sis mesos en el cas d'eéquids sospitosos de patir durina, a partir de la data del darrer contacte o de la
possibilitat de contacte amb un équid malalt. No obstant aixo, si es tracta d'un semental, la prohibicid
s'estén fins a la castracio;
i) Sis mesos en el cas del borm i de 'encefalomielitis equina, a partir de la data en que els equids malalts
hagin estat eliminats;
iii) En el cas d'anemia infecciosa, ha d'acabar en la data en que després de sacrificar els equids afectats
la resta d'animals hagin reaccionat negativament a dos proves de Coggins efectuades en un interval
de tres mesos;
iv) Sis mesos a comptar del darrer cas d’'estomatitis vesicular declarada;
v) Un mes a comptar del darrer cas de rabia declarada;
vi) Quinze dies a comptar del darrer cas de carboncle bacteridia declarat;

b) En cas que s'hagin sacrificat o suprimit tots els animals de les especies sensibles a la malaltia que es
troben a l'explotacié i s'hagin desinfectat tots els espais, la durada de la prohibicié és de trenta dies a
partir de la data en que els animals hagin estat eliminats i els locals hagin estat desinfectats, llevat que es
tracti de carboncle bacteridia, en relacié amb el qual la prohibicié té una durada de quinze dies.

www.bopa.ad
Diposit legal: AND.2-2015



pd
o
L
>
@)
O

<
o

. © Butlleti Oficial del
o Principat d’Andorra

NUm. 35 6 de juny del 2018 4/22

Article 5. Condicions per al moviment d'équids des d'un territori infectat de pesta equina
1. Només esta permes el moviment d'eéquids des d'un territori considerat com a infectat de pesta equina,
d'acord amb l'apartat 2, a un estat no indemne de pesta equina en les condicions fixades en l'apartat 6.

2. Es considera com a infectat de pesta equina un territori quan:

a) S'hagi constatat la pesta equina en els dos darrers anys mitjancant una evidencia clinica, serologica (en
el cas d'animals no vacunats) o epidemiologica, o

b) Shagi practicat la vacunacié contra la pesta equina en els darrers dotze mesos.
3. El territori que es consideri infectat de pesta equina es compon, com a minim:
a) D'una zona de protecci¢ d'un radi de 100 ke com a minim al voltant de qualsevol focus;

b) D'una zona de vigilancia de com a minim 50 km de fons que s'estén més enlla dels limits de la zona de
proteccio i on no s'hagi practicat cap vacunacio en els darrers dotze mesos.

c) En el cas d’Andorra, es considera la totalitat del territori com una unitat indivisible.

4. Les normes de control i les mesures de lluita contra la pesta equina relatives als territoris i les zones
considerades en l'apartat 3, aixi com les excepcions, s'estableixen reglamentariament.

5. Qualsevol equid vacunat que es trobi en la zona de proteccié ha de ser registrat i marcat d'acord amb
la normativa vigent.

La mencio d'aquesta vacunacio ha de constar de manera clara en el document d'identificacié o en el cer-
tificat sanitari.

6. No es pot expedir des d'un territori considerat a I'apartat 3 cap equid que no compleixi els requisits
seglents:

a) Ser expedits Unicament en determinats periodes de I'any en funcié de I'activitat dels insectes vectors;
b) No presentar cap signe clinic de pesta equina el dia de la inspeccioé considerada a I'apartat 1 de l'article 4;

€) Que hagin estat sotmesos a una prova per a la pesta equina com es descriu en l'annex IV, en dos
ocasions, amb un interval compres entre vint-i-un i trenta dies; la segona prova ha de ser efectuada dins
dels deu dies anteriors a I'expedicio:

i) Amb resultat negatiu, si no han estat vacunats contra la pesta equina, o

ii) Sense que s'hagi constatat un augment dels anticossos i sense haver estat vacunats durant els darrers

dos mesos, si han estat vacunats contra la pesta equina.

d) Haver estat mantinguts en un lloc de quarantena durant un periode minim de quaranta dies abans
de l'expedicio;

e) Haver estat protegits dels insectes vectors durant el periode de quarantena i durant el transport des
del lloc de quarantena al lloc d'expedicio.

Article 6. Condicions del transport

1. Els equids han de ser conduits des de I'explotaci¢ d'origen al lloc de desti al més aviat possible, bé di-
rectament o bé a través d'un centre d'agrupament autoritzat, utilitzant mitjans de transport i de contencié
netejats i desinfectats periodicament. Els vehicles de transport han de ser condicionats de manera que
els excrements, el jag o el farratge dels equids no rellisqui o caigui fora del vehicle durant el transport. El
transport ha d'efectuar-se de manera que garanteixi una protecci¢ eficag i el benestar dels equids.

2. 'autoritat competent pot, de manera general o limitada, una dispensa per a determinats requisits de
l'apartat 5 de l'article 4 sempre que I'animal tingui una marca especial que indiqui que esta destinat al sa-
crifici i que la menci6 d'aquesta dispensa figuri en el certificat sanitari d'acord amb l'annex lIl.

Si s'atorga aquesta dispensa, els equids d'abastament han de ser conduits directament a I'escorxador de-
signat per sacrificar-los en un termini maxim de cinc dies a comptar de l'arribada a 'escorxador.
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3. El veterinari oficial ha de fer constar en un registre el nimero d'identificacié o el nimero de document
d'identificacio de I'equid sacrificat i ha de transmetre a l'autoritat competent del lloc d'expedicio, a peticid
seva, una declaracié que certifiqui el sacrifici de I'equid.

Article 7. Expedicio del certificat o de la declaracio sanitaris
1. L'autoritat competent ha de vetllar perque:

a) En cas que surtin de I'explotacio, els equids registrats vagin acompanyats del document d'identificacid
establert a l'apartat 4 de l'article 4, completat amb la declaracié sanitaria prevista a 'annex Il en cas que
siguin expedits en un altre estat;

b) Durant el transport, els equids de cria, de renda i d'abastament vagin acompanyats del certificat sani-
tari de conformitat amb l'annex IIl.

2. El certificat sanitari, o la declaracioé sanitaria en el cas dels equids registrats, cal expedir-los dins de les
quaranta-vuit hores anteriors a 'embarcament o, com a molt tard, el darrer dia laborable previ a 'embarca-
ment, en la llengua o les llengles oficials de 'estat d’expedici¢ i de desti. La declaracio o el certificat sanitaris
han de tenir un perfode de validesa de deu dies i han de constar d'un sol full.

3. Elmoviment dels equids no registrats pot efectuar-se mitjancant un Unic certificat sanitari per lot, en lloc
del certificat sanitari individual esmentat a la lletra b de 'apartat 1.

Article 8. Normes d'aplicacio per al control a l'estat d'origen i per al control a l'estat de desti

Pel que fa al control a l'estat d'origen, a l'organitzacio i al seguiment del control a l'estat de destii a les mesures
de salvaguarda que calgui adoptar, s'apliquen les disposicions establertes al titol Il del Reglament d'aplicacid
de la Decisi¢ 2/1999 del Comite Mixt Andorra-CE, pel qual es regulen els intercanvis, les importacions i les
exportacions d'animals vius i productes d'origen animal destinats al consum huma, del 7 de juny del 2000.

Article 9. Criteris generals per autoritzar la importacio deéquids

1. Per autoritzar la importacié d'equids des d'un pais determinat cal tenir en compte la situacié sanitaria i les
garanties que ofereixi aquest pais. A aquest efecte i basant-se en les normes internacionals corresponents,
cal tenir en compte com aquest pais aplica aquestes normes, en particular el principi de regionalitzacio.

2. Tanmateix, cal tenir en compte els criteris seglents:

a) La situacio sanitaria dels equids, d'altres animals domestics i dels animals salvatges, tenint en comp-
te en particular les malalties animals exotiques i qualsevol altre aspecte rellevant de la situacio sanitaria
i mediambiental que pugui suposar un risc;

b) La legislacié d'aquest pais en materia de salut i benestar animals;

) L'organitzacié de 'autoritat veterinaria competent i dels seus serveis d'inspeccid, les competéncies
d'aquests serveis, la supervisié a que estiguin sotmesos i els mitjans amb qué comptin per aplicar la le-
gislacio de forma eficag;

d) Que el pais d'origen sigui membre de I'Organitzaciéo Mundial de la Salut Animal (OIE) i la regularitat i ra-
pidesa amb que informi sobre I'existencia de malalties infeccioses o contagioses d'equids en el seu ter-
ritori, en particular les considerades a I'annex | d'aquest Reglament.

3. L'autoritzacio prevista a lapartat 1 pot ser atorgada per a la totalitat del territori de I'estat considerat o bé només
per a una part daquest territori, com també pot ser limitada a determinades especies o categories d'equids.
Article 10. Condicions sanitaries per autoritzar la importacio
1. Els equids importats han de provenir d'un pais:

a) Indemne de pesta equing;

b) Indemne durant els dos anys anteriors d'encefalomielitis equina venecolana (VEE);

¢) Indemne durant els sis mesos anteriors de durina i de borm.
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2. Les disposicions de l'apartat 1 poden aplicar-se Unicament a una part del territori del pafs d'origen. En el
cas de regionalitzacié dels requisits per a la pesta equina, cal respectar com a minim les mesures previstes
als apartats 2 i 6 de l'article 5.

Article 11. Permaneéncia al lloc d'origen

1. Els equids han de romandre sense interrupcio en el territori o part del territori del pais d'origen abans
del dia de I'expedicié o en el cas de regionalitzacié en la part del territori definit en aplicacié de 'apartat 2
de l'article 10 i per un perfode definit d'acord amb les disposicions de I'article 12.

2. Els equids han de provenir d'una explotacio sota control veterinari.

Article 12. Condicions sanitaries altres per autoritzar la importacio

1. La importacié d'equids del territori o d'una part del territori d'un estat altre que un estat membre de la
Unid Europea només s'autoritza quan, a més dels requisits de l'article 10 es compleixen els requisits con-
siderats a I'apartat 2 d'aquest article.

2. Quan es tracti de paisos no indemnes d'estomatitis vesicular o d'arteritis virica durant com a minim sis
mesos compleixin els requisits seglents:

a) Els equids han de provenir d'una explotacié indemne d'estomatitis vesicular des de com a minim els
sis mesos anteriors i han d'haver reaccionat negativament a una analisi serologica abans de ser expedits;

b) En el cas de l'arteritis virica, els equids mascles han d'haver reaccionat negativament a una analisi se-
rologica, a un metode d'aillament del virus o a qualsevol altra prova reconeguda que garanteixi que I'ani-
mal esta lliure d'aquesta malaltia.

Article 13. /dentificacio dels equids importats

1. Els équids importats han de ser identificats d'acord amb I'apartat 4 de I'article 4 i han d'acompanyar-se
d'un certificat sanitari de contingut equivalent al del certificat descrit a I'annex Il lliurat per un veterinari
oficial del pais d'exportacio.

2. El certificat sanitari ha de complir els requisits seglents:

a) Lliurar-se el dia de la carrega dels equids per a la seva expedicid o quan es tracti de cavalls registrats,
el darrer dia laborable abans de 'embarcament;

b) Acompanyar els equids en un document original que consti en un unic full;

) Expedir-se de forma individual llevat del cas dels equids d'abastament, per als quals es pot lliurar un
Unic certificat per a un lot degudament marcat i identificat.

Article 14. Condicions per al sacrifici dels équids d'abastament importats

En arribar a desti, els equids d'abastament han de ser conduits a I'escorxador, ja sigui directament, ja sigui
després de romandre en un centre d'agrupament, considerat en l'article 6, i d'acord amb els requisits de
benestar animal, han de ser sacrificats en un termini que s'ha de fixar tenint en compte les disposicions
dels articles 4i 5.

Article 15. Proteccio de dades

La comunicacié de dades de caracter personal (a partir d'ara, “dades”) entre les parts identificades en el
corresponent decret de regulaci¢ dels fitxers de dades personals del Departament d'Agricultura, s'efectua
tenint en compte les obligacions establertes per a cada part, aixi com el nivell de protecci¢ suficient de la
vida privada i de les llibertats i drets fonamentals de les persones requerit respecte del tractament que es
fa 0 que laltra part pot fer d'aquestes dades.

Sila part emissora constata que la part destinataria garanteix un nivell suficient de proteccié de dades en
relacié amb la seva legislacio, la comunicacié daquestes dades s'efectua respectant les normes seglents:
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1. Les dades han de ser adequades, pertinents i no excessives respecte de les finalitats per a les quals s'han
comunicat. Les informacions que contenen dades només es poden haver obtingut de tractaments de dades
recollides en el marc de la identificacio i el registre dels animals de companyia. La part destinataria de les
dades esmentades només les pot transmetre a tercers una vegada hagi obtingut 'autoritzacié expressa
per escrit de I'dorgan competent de la part emissora.

2. La part destinataria de les dades només les pot utilitzar per a les finalitats i condicions que hagi definit
la part emissora.

3. Les dades comunicades s'han d'eliminar en el termini maxim previst per a la conservaci¢ de dades se-
gons el dret nacional de la part emissora, que indica a la part destinataria quin és aquest termini maxim
en el moment en que es comuniquen les dades. No obstant aix0, la part destinataria no pot prevaler-se
d'aquest termini maxim per conservar les dades més temps del que li autoritza la seva legislacié nacional.
Les dades s'eliminen abans de 'acabament d'aquest termini si ja no son necessaries per a l'acompliment
de la tasca que havia motivat que es comuniquessin.

4. La part emissora garanteix I'exactitud de les dades comunicades. Si es constata que s'han transmes
dades inexactes o que no es podien comunicar, la part emissora n'informa al més aviat possible la part
destinataria, que corregeix les dades inexactes o elimina les dades que no es podien comunicar.

5. Qualsevol persona que justifiqui la seva identitat té dret a interpellar el Departament d’Agricultura amb
la finalitat de saber si tenen dades seves i, si escau, que se li puguin comunicar. Qualsevol persona que
justifiqui la seva identitat també té dret a demanar al Departament d'Agricultura que es rectifiquin, com-
pletin, s'actualitzin o s'eliminin les seves dades si son inexactes, incompletes, caducades, o si es tracten de
manera que es violen les disposicions del dret intern relatives a la protecci¢ de dades.

6. Les parts prenen les mesures apropiades per garantir la proteccié de les dades que se'ls comuniquen
contra la destrucci¢ accidental o no autoritzada, o la pérdua accidental, aixi com contra l'accés, la modifi-
cacio o la difusié no autoritzats.

7. Cada part porta un registre de les dades comunicades i de la seva destruccio.

8. La part destinataria de les dades informa la part emissora, quan ho demani, de I'is que en fa.

Article 16. Disposicions relatives a les infraccions i a les sancions

Les infraccions relatives a lincompliment de les disposicions contingudes en aquest Reglament se sancionen
d'acord amb la Llei 11/2016, del 28 de juny, de tinenga i de proteccié d'animals; la Llei 14/2012, del 12 de
juliol, de salut animal i seguretat alimentaria; la Llei d'agricultura i ramaderia, del 22 de juny del 2000, i la
Llei 25/2004, del 14 de desembre, de residus, sense perjudici de les responsabilitats civils o penals o d'un
altre ordre que hi puguin concorrer.

Disposicié derogatoria

Es deroga el capitol segon (Condicions de sanitat animal exigibles per als moviments intracomunitaris
d'equids) del titol IX (Intercanvi d'equids) del Reglament d'aplicacié de la Decisio 2/1999 del Comité Mixt
Andorra-CE, pel qual es regulen els intercanvis, les importacions i les exportacions d'animals vius i produc-
tes d'origen animal destinats al consum huma, del 28 de juny del 2000, aixi com, qualsevol disposicié del
mateix rang o inferior que contradigui aguesta norma.

Cosa que es fa publica per a coneixement general.
Andorra la Vella, 30 de maig del 2018

Antoni Martf Petit
Cap de Govern
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Annex |. Malalties de declaracié obligatoria

Les malalties seglents estan sotmeses a declaracio obligatoria:
Durina

Borm

Encefalomielitis equina (en totes les varietats, inclosa I'encefalomielitis equina
venecolana, VEE)

Anémia infecciosa
Rabia

Carboncle bacteridia
Pesta equina

Estomatitis vesicular
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Annex Il. Model de declaracioé sanitaria
Document d’identificacié permanent unic nim.

La persona sotasignada certifica® que I'équid designat a continuacié reuneix
les condicions seguents:

a) Ha estat examinat avui i no presenta cap signe clinic de malaltia;

b) No ha de ser eliminat en el marc d’'un programa d’erradicacié d’una
malaltia contagiosa o infecciosa aplicat a Andorra;

c) No procedeix d’un territori subjecte a mesures restrictives a causa de la
pesta equina,

o

Procedeix del territori o d’'una part del territori subjecte a mesures
restrictives a causa de policia sanitaria i ha estat sotmés al lloc de
quarantena de entre el i
el a les proves amb resultats satisfactoris previstes a
I'apartat 5 de I'article 5 de la Directiva 2009/156/CE(°),

No ha estat vacunat contra la pesta equina
o]
Ha estat vacunat contra la pesta equina el (®) (°);

d) No procedeix d’'una explotacid subjecta a mesures de prohibicié per
raons de policia sanitaria i no ha estat en contacte amb els équids d’'una
explotacié que és objecte d’'una prohibicio per rad de policia sanitaria:

- En el cas d’équids sospitosos de patir durina, durant els sis mesos a partir
de la data del darrer contacte o de la possibilitat de contacte amb un equid
malalt. Nogensmenys, si es tracta d’'un semental, la prohibicié s’ha d’aplicar
fins a la castracio,

- En el cas de borm o d’encefalomielitis equina, durant els sis mesos a partir
de la data en la qual es van eliminar els équids afectats,

- En el cas d’anémia infecciosa, durant el periode necessari perque, a partir
de la data en la qual els équids afectats han estat eliminats, la resta
d’animals han respost negativament a dos proves de Coggins efectuades en
un interval de tres mesos,

- En el cas d’estomatitis vesicular, durant els sis mesos a partir del darrer
cas,

- En el cas de la rabia, durant un mes a partir del darrer cas,

www.bopa.ad
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- En el cas del carboncle bacteridia, durant els quinze dies a partir del darrer
cas,

- En el cas que tots els animals de les espeécies sensibles presents a
I'’explotacioé hagin estat sacrificats o eliminats i els locals desinfectats, durant
els trenta dies a comptar de la data en la qual els animals hagin estat
eliminats i els locals desinfectats, llevat del cas del carboncle bacteridia, per
al qual la durada de prohibici6 és de quinze dies;

e) No ha estat, segons el meu coneixement, en contacte amb équids
afectats d’infeccié o de malaltia contagiosa en el decurs dels darrers
quinze dies;

f) Al moment de la inspeccid, eren aptes per ser transportats segons el
trajecte previst, de conformitat amb les disposicions del Reglament (CE)
nuam. 1/2005 (9).

Data Lloc Segell i signatura del
veterinari oficial ()

(1) Nom en majuscules i escrit de forma llegible

a) Valid durant deu dies.

b) Ratlleu la mencio inutil.

c) La mencio sobre la vacunacié ha de constar al document d’identificacio
permanent Unic.

d) Aquesta declaracid no eximeix els transportistes de les obligacions que
els incumbeixen d’acord amb les disposicions en vigor, en particular pel
que fa a I'aptitud dels animals per ser transportats.
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ANNEX lll. Model de certificat sanitari per a I'intercanvi d’équids

11/22

1.1. Expedidor
Nom
Adreca

Codi postal

1.2. Nim. de referéncia del certificat

1.2.a. Num. de referéncia local

1.3. Autoritat central competent

|.4. Autoritat local competent

1.5. Destinatari

1.6. Num. dels certificats originals associats
Num. dels documents d’acompanyament

Nom

Adreca 7.

Codi postal

1.8. Pais d’origen Codi ISO 1.9. Regid d’origen Codi 1.10. Pais de desti Codi ISO 1.11. Regio de desti Codi

1.12. Lloc d’origen

1.13. Lloc de desti

[0 Explotacio O Altres [0 Explotacio [0 Establiment
[ Centre d’agrupament [0 Centre d’agrupament O Altres
Nom Num. d’autoritzacio Nom Num. d’autoritzacio
Adreca Adrega
Codi postal Codi postal
|'14', Lloc de carrega 1.15. Data i hora de sortida
Codi postal
1.16. Mitjans de transport 1.17. Transportista
O Aeronau O Vaixell Nom Numero d’autoritzacio
[0 Vehicle de carretera ] Vagé de ferrocarril
O Altres Adreca
Identificacio Codi postal Estat membre

1.18. Descripcié de la mercaderia

1.19. Codi producte (Codi NC)

1.20. Nombre/Quantitat

1.21.

1.22. Nombre d’embalums

1.23. Num. de precinte i nim. de contenidor

1.24. Tipus d’embalum

1.25. Mercaderies certificades a efectes de

J Cria O Sacrifici 0 Equid registrat O Altres
1.26. Transit a través d'un pais tercer [] 1.27. Transit a través d’estats membres [J
Pais tercer Codi ISO Estat membre Codi ISO
Punt de sortida Codi Estat membre Codi ISO
Punt d’entrada Num. de PIF Estat membre Codi ISO
1.28. Exportacié [ 1.29. Temps estimat del transport
Pais tercer Codi ISO
Punt de sortida Codi
1.30. Pla de viatge O si O No

1.31. Identificacio de les mercaderies

Espécie (nom cientific)

Meétode d'identificacio

www.bopa.ad
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Equids registrats, équids de cria, de renda i d’abastament

Il. Informacié sanitaria Il.a. Numero de Il.b. Numero de
referéncia del certificat referéncia local

El sotasignat certifica que I'(els) équid(s) abans designat(s) reuneix(en) les condicions seglents:
1.1 ha(n) estat examinat(s) avui i no presenta(en) cap signe clinic de malaltia;

11.2 no ha(n) de ser eliminat(s) en el marc d’'un programa d’erradicacié d’'una malaltia
contagiosa o infecciosa aplicat al Principat d’Andorra;

i)
7]
®

2

=

t
]

(&
=
©

o

O bé (1) [n.3 no procedeix(en) del territori o d’'una part del territori subjecte a mesures restrictives a
causa de la pesta equina;]

O bé (1) 1.3 procedeix(en) del territori o d’'una part del territori subjecte a mesures restrictives a causa
de la pesta equina, ha(n) romas durant com a minim 40 dies abans d’enviar-los en el lloc
de quarantena de protegits dels vectors i ha(n) estat sotmes(os) a la
prova per detectar anticossos de la pesta equina que es descriu en 'annex IV del Reglament
relatiu a les condicions de salut animal que regeixen el moviment i la importacié d’equids
realitzada simultaniament en mostres de sang preses en dos vegades, amb un interval

compres entre 21 i 30 dies el (indiqueu la data) i durant els 10 dies
anteriors a I'enviament el (indiqueu la data);
O bé (2) [amb resultat negatiu en cada cas si no ha(n) estat vacunat(s) contra la pesta
equina;]
O bé (1) [sense augment d’anticossos, si ha(n) estat vacunat (s) contra la pesta equina;]
O bé (2) [1.4 no ha(n) estat vacunat(s) contra la pesta equina;]
O bé (1) [1.4 ha(n) estat vacunat(s) contra la pesta equina el (indiqueu la data);
O bé (2) [com a minim dos mesos abans de la certificacio;]
O bé (1) [com a minim dos mesos abans de I'entrada en el lloc de quarantena;]

1.5 no procedeix(en) d’'una o més explotacions sobre les quals hagin recaigut mesures de
prohibicié per raons de policia sanitaria que hagin establert com a minim una de les
condicions seguents:

O bé (2) [no van ser sacrificats tots els animals de I'explotacié de I'espécie sensible a les
malalties esmentades en les lletres a) a g) seglents, i la prohibicié es va aplicar
com a minim:

a) En el cas dels équids sospitosos de patir durina,

O bé (1) [durant els sis mesos seglents a la data de I'Gltim contacte o possibilitat de
contacte amb un équid malalt o infectat de Trypanosoma equiperdum;]

O bé (1) [en el cas d’'un semental, fins a la castracio;]

b) En el cas del borm, durant els sis mesos que segueixen a la data en que els

equids malalts o amb un resultat positiu en la prova de deteccié de I'agent pato-
gen causant Burkholderia mallei o d’anticossos d’aquest agent patogen van ser
sacrificats i eliminats;

c) en el cas d’encefalomielitis equina de qualsevol tipus, durant els sis mesos que
segueixen a la data en que els eéquids malalts van ser sacrificats, llevat del cas
d’infeccio pel virus del Nil occidental, en qué el periode de sis mesos es compta
des de la data en qué els equids infectats van morir, van deixar I'explotacié o es
van recuperar completament;

d) en el cas d’anémia infecciosa, fins a la data en qué, després de sacrificar els equids afec-
tats, la resta d’animals reaccionin negativament a dos proves de Coggins efectuades
amb mostres de sang preses en dos ocasions en un interval de tres mesos;

e) durant els sis mesos que segueixen al darrer cas d’estomatitis vesicular;
f) durant el mes que segueix al darrer cas de rabia;
g) durant els 15 dies que segueixen al darrer cas de carboncle bacteridia,]
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Equids registrats, équids de cria, de renda i d’abastament

Il.a. Numero de 1.b. Numero de

11. Informacio sanitaria (1)
referéncia del certificat referéncia local

O bé (1) [com a consequiencia de casos de durina, borm, encefalomielitis equina de qualsevol tipus,
d’anémia infecciosa equina, d’estomatitis vesicular, de carboncle bacteridia o de rabia, tots els
animals de I'explotacié que pertanyen a les especies sensibles a la malaltia van ser sacrificats o
eliminats, i la prohibicié es va mantenir durant 30 dies, o 15 dies en el cas del carboncle bacteri-
dia, des de la data en qué, un cop eliminats els animals, la desinfeccié dels locals s’ha dut a
terme satisfactoriament;]

Part II: Certificacio

11.6 no ha estat, al meu coneixement, en contacte amb équids que han patit una malaltia o una infec-
ci6 contagiosa durant els darrers quinze dies;

1.7 en el moment de la inspeccié estava(en) en condicions de realitzar el viatge previst d’acord amb
els criteris de benestar animal durant el transport vigents (2).

Notes

Part |

Casella 1.6: correspon al num. d’autoritzacié CITES en el cas d’équids inclosos en el Conveni de Washington sobre espécies amenagades i
els productes que se’n deriven.

Casella 1.16: matricula (vagons o contenidors de ferrocarril i camions), num. de vol (avions) o nom (vaixells).
Casella 1.19: utilitzeu el codi apropiat del Sistema Harmonitzat (SH) de I'Organitzacié Mundial de Duanes: 01.01.01 0 01.01.06.19.

Casella 1.31: Espécie: cavalls, ases, muls, matxos, zebres (inclosos els encreuaments).

Part Il
(1) Ratlleu les mencions inutils.

(2) Aquesta declaracié no eximeix els transportistes de complir amb les obligacions que els incumbeixen d’acord amb les disposicions comuni-
taries vigents, en particular pel que fa a I'aptitud dels animals per a ser transportats.

- Aquest certificat té una validesa de 10 dies.
- El color del segell i de la signatura han de ser diferents del de la resta d’indicacions del certificat

Veterinari oficial o inspector oficial

Nom (amb majuscules)

Data: Segell:
Qualificacio i titol:

Signatura:
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Annex IV. Diagnostic de la pesta equina
Part A. Proves serologiques

Els métodes seroldgics descrits a continuacié sén assaigs d’immunoabsorcio
enzimatica (ELISA) basats en el capitol 2.5.1 de la seccio B, apartat 2, del
Manual de les proves de diagnostic i de les vacunes per a animals terrestres
adoptat per ’'Assemblea Mundial de Delegats de I'OIE al maig del 2012 (edicio
2016).

La proteina virica VP7 és un antigen principal immunodominant del virus de la
pesta equina (VPE) que esta present en els nou serotips del VPE. S’ha
establert que la proteina recombinant VP7 del VPE és estable, inndcua i
adequada per ser utilitzada com a antigen en els processos ELISA per detectar
la preséncia d’anticossos contra el VPE amb un nivell de sensibilitat i
d’especificitat molt elevats. Les técniques ELISA indirecta i de bloqueig utilitzen
la proteina VP7 del VPE i s6n adequades per al diagnostic seroldgic de la pesta
equina.

1. ELISA indirecte per detectar anticossos contra el virus de la pesta
equina (VPE)

Aquesta técnica utilitza anticossos anticavall conjugats amb la peroxidasa
de rave que reaccionen al sérum de cavall, de mula i d’ase. El métode
descrit per Maree i Paweska (2005) utilitza com a conjugat la proteina G,
que reacciona igualment al sérum de zebra.

L’antigen pot ser subministrat pel Centre d’Investigacié de Salut Animal
(CISA) a Espanya, en el termini de quatre a sis mesos posteriors a la
demanda.

1.1. Descripci6 de la prova
1.1.1. Fase solida

1.1.1.1. Recobriu les plaques ELISA amb proteina recombinant VP7 del
serotip 4 del virus (VPE-4), diluida en soluci6 tampd de
carbonat/bicarbonat, pH 9,6. Incubeu les plaques tota la nit a 4
°C.

1.1.1.2. Renteu les plaques cinc vegades amb aigua destil-lada que
contingui 0,01 % (v/v) de Tween 20 (solucioé de rentat). Sacsegeu
suaument les plaques sobre un material absorbent per eliminar
les restes de solucid de rentat que hi puguin quedar.

1.1.1.3. Satureu les plaques amb solucié salina tamponada fosfatada
(PBS) pH 7,2 + 5% (p/v) de llet desnatada en pols (llet Nestlé™) a
rao de 200 pl per cel-la durant 1 hora a 37 °C.

1.1.1.4. Elimineu la solucié de saturacio i sacsegeu suaument les plaques
a sobre d’un material absorbent.
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1.1.2. Mostres problema

1.1.2.1. Diluiu els sérums problema i els sérums control positiu i negatiu a
I'1/25 en PBS + 5 % (p/v) de llet desnatada + 0,05% (v/v) de
Tween 20, fins a un volum de 100 ul per cel-la. Incubeu-ho una
hora a 37 °C.

Per a la titulacio, realitzeu séries de dilucié dobles des de 1/25
(100 pl/cel-la), utilitzant una columna de la placa per a cada
serum; repetiu la mateixa operacid6 amb els controls positiu i
negatiu. Incubeu-ho durant una hora a 37 °C.

1.1.2.2. Renteu les plaques cinc vegades amb aigua destil-lada que
contingui 0,01% (v/v) de Tween 20 (solucié de rentat). Sacsegeu
suaument les plaques sobre un material absorbent per eliminar
qualsevol resta de la solucié de rentat.

1.1.3. Conjugacio

1.1.3.1. Dipositeu a cada cel-la 100 pyl de gammaglobulina anticavall
conjugada amb peroxidasa de rave diluida en PBS + 5% de llet
desnatada + 0,05% de Tween 20, pH 7,2. Incubeu-ho durant una
hora a 37 °C.

1.1.3.2. Renteu les plaques cinc vegades amb aigua destil-lada que
contingui 0,01% (v/v) de Tween 20 (solucié de rentat). Sacsegeu
suaument les plaques sobre un material absorbent per eliminar
qualsevol resta de la solucié de rentat.

1.1.4. Cromogen/substrat

1.1.4.1. Afegiu a cada cel'la 200 pl de solucié de cromogen/substrat [10
ml de solucié 80,6 mM de DMAB (dimetil-aminobenzaldehid) + 10
ml de solucio 1,56 mM de MBTH (clorhidrat 3-metil-2-
benzotiazolina-hidrazona) + 5 ul H202].

Bloquegeu la reaccidé colorimétrica afegint-hi 50 ul de H2SO4 3N
passats cinc o deu minuts aproximadament (abans que el control
negatiu prengui color).

També es poden utilitzar altres cromodgens com I'ABTS (acid 2,2’-
azino-bis-[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonic]), el TMB (tetrametil-
bencidina) o 'OPD (orto-fenildiamina).

1.1.4.2. Llegiu les plaques a 600 nm (o 620 nm).
1.2. Interpretacio dels resultats

1.2.1. Calculeu el valor llindar afegint 0,06 al valor del control negatiu (0,06
és la desviacio tipica calculada a partir d’'un grup de 30 sérums
negatius).
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1.2.2. Les mostres problema que presenten valors d’absorbancia inferiors al
llindar es consideren negatives.

1.2.3. Les mostres problema que presentin valors d’absorbancia superiors
al llindar + 0,15 es consideren positives.

1.2.4. Les mostres problema que presentin valors d’absorbancia intermedis
es consideren com a dubtoses, motiu pel qual cal utilitzar un altra
técnica per confirmar el resultat.

2. ELISA de bloqueig per a la deteccié d’anticossos contra el virus de
la pesta equina (VPE)

La técnica ELISA de bloqueig de competicié t&€ com a objectiu detectar
anticossos especifics contra el virus de la pesta equina en sérums de
qualsevol espécie d’équids, és a dir, cavalls, ases, zebres o qualsevol
animal que resulti dels seus encreuaments, fet que permet evitar el
problema de la possible especificitat de I'Gs de 'ELISA indirecte.

El principi de la prova és el bloqueig interrupcid de la reaccié entre la
proteina recombinant VP7, com a antigen adsorbit a la placa ELISA, i
I'anticdos monoclonal especific de la VP7 del VPE conjugat. Els anticossos
del sérum problema bloquegen la reaccid entre l'antigen i I'anticos
monoclonal, fet que resulta en la reduccié del color. La prova presenta un
nivell elevat de sensibilitat i d’especificitat degut a I'Us de [I'anticos
monoclonal dirigit contra la proteina VP7.

La tecnica ELISA de bloqueig esta disponible al mercat.
2.1. Descripcio de la prova
2.1.1. Fase solida

2.1.1.1. Recobriu les plaques amb 50-100 ng dantigen de VP7
recombinant del serotip 4 del virus VPE (VPE-4), diluida en
solucié tampd de carbonat/bicarbonat, pH 9,6. Incubeu-ho tota la
nit a 4°C.

2.1.1.2. Renteu les plaques tres vegades amb solucid salina tampod
fosfatada (PBS) 0,1 x que contingui 0,135 M de NaCl i 0,05% (v/v)
de Tween 20 (PBST). Sacsegeu suaument les plaques sobre un
material absorbent per eliminar qualsevol resta de solucid de
rentat.

2.1.2. Mostres problema i controls

2.1.2.1. Diluiu els sérums problema i els sérums positiu i negatiu a '1/5 en
una solucié que contingui 0,35 M NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20 i
0,1% de Kathon, fins a un volum final de 100 pl per cel-la.
Incubeu-ho durant una hora a 37 °C.
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Per a la titulacié: prepareu una série de dilucions dobles dels
serums problema des de 1/10 fins a 1/280, en vuit cel-les (100 pl
per cel-la) utilitzant una columna de la placa per a cada serum;
realitzeu la mateixa operacid6 amb els controls positiu i negatiu.
Incubeu-ho durant una hora a 37 °C.

Renteu les plaques cinc vegades amb una solucié salina
tamponada fosfatada (PBS) 0,1 x que contingui 0,135 M de NaCl i
0,05% (v/v) de Tween 20 (PBST). Sacsegeu suaument les
plaques sobre un material absorbent per eliminar qualsevol resta
de solucio de rentat.

2.1.3. Conjugacio

2.1.3.1.

2.1.3.2.

Recobriu amb 100 upl/cel-la d’anticos monoclonal anti-VP7
conjugat amb peroxidasa de rave. Aquest anticos monoclonal ha
sigut previament diluit de 1/5000-1/15000 en una solucié 1/1 de
StabiliZyme Select® Stabilizer (SurModics, referéncia: SZ03) en
aigua destil-lada. Incubeu-ho durant 30 minuts a 37 °C.

Renteu les plaques cinc vegades amb una solucié salina
tamponada fosfatada (SSTP) 0,1 x que contingui 0,135 M de NaCl
i 0,05% (v/v) de Tween-20. Sacsegeu suaument les plaques
sobre un material absorbent per eliminar qualsevol resta de
solucio de rentat.

2.1.4. Cromogen/substrat

Afegiu a cada cel-la 100 pyl de solucié de cromogen/substrat [1 ml
d’ABTS (acid 2,2’-azino-bis-[3- etilbenzotiazolina-6-sulfonic]) 5 mg/mil
+ 9 ml de solucié tampd de substrat (0,1 M ph 4 de solucié tampd
fosfat/citrat de pH 4 que contingui 0,03% H202)] i incubeu-ho durant
deu minuts a temperatura ambient. Bloquegeu el desenvolupament
de color afegint 100 pl/cel-la d’SDS (dodecil-sulfat sodic) al 2% (m/v).

2.1.5. Lectura

Llegiu els resultats a 405 nm en un lector ELISA.

2.2. Interpretacio dels resultats

2.2.1. Determineu el percentatge de bloqueig (PB) de cada mostra aplicant
la féormula seguent on Acs es correspon amb els anticossos:

PB= Acs (control -) — Acs (mostra problema)

Acs (control -) — Acs (control +) x 100

PB =

Acs (controle™) — Acs (échantillon)

100
Acs (contréle—) — Acs (contrélet) *
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2.2.2. Les mostres que presentin un PB superior a 50% es consideren com
a positives per a anticossos contra el VPE.

2.2.3. Les mostres que presentin un PB inferior a 45% es consideren com a
negatives per a anticossos contra el VPE.

2.2.4. Les mostres que presentin un PB entre 45 i 50% es consideren com
a dubtoses i han de ser novament analitzades. Si el resultat és
novament dubtds, cal prendre mostres dels animals novament quan
hagin transcorregut com a minim dos setmanes des de la primera
presa de mostra considerada com a dubtosa.

Part B. Identificacid de I'agent patogen

Reaccidé en cadena de la polimerasa amb transcriptasa inversa en temps real
(RT-PCR en temps real)

Les proves d’identificacidé de I'agent patogen basades en métodes de deteccio
d’acid nucleic han de discernir les soques de referéncia dels nou serotips del
virus de la pesta equina.

El meétode descrit al punt 2.1 es basa en el capitol 2.5.1 de la secci6é B, punt
1.2, del Manual de les proves de diagnostic i de les vacunes per a animals
terrestres, adoptat per 'Assemblea Mundial de Delegats de I'OIE al maig del
2012 (edicio 2016).

Qualsevol meétode de deteccid mitjangant 'RT-PCR utilitzat per analitzar
mostres (de sang o de melsa) ha d’obtenir resultats d’'una sensibilitat igual o
superior a la dels métodes descrits al punt 2.

El virus inactivat de les soques de referéncia dels serotips 1 a 9 pot ser obtingut
del laboratori de referencia de la Unié Europea o del laboratori de referéncia de
I’OIE per a la pesta equina a Algete (Espanya).

1. Extraccié de 'ARN viric

Per garantir una bona reaccio, és necessari extraure de la mostra un ARN del
VPE de qualitat. L’extraccidé d’acids nucleics a partir de mostres cliniques pot
ser realitzat mitjangant diversos métodes interns i comercialitzats

Els estoigs comercials utilitzen técniques diferents per aillar 'ARN. La majoria
es basen en un dels procediments segluents:

a) Extraccio dels acids nucleics amb fenol-cloroform,
b) Adsorcio dels acids nucleics sobre membrana filtrant,
c) Adsorcioé dels acids nucleics sobre un sistema de perles magnétiques.

Exemple d’extraccio de TARN amb un meétode intern:
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1.1. Homogeneitzeu 1g de mostra de teixits en 1 ml de solucio
desnaturalitzant (tiocianat de guanidi 4M, citrat sddic 25 mM,
2-mercaptoetanol 0,1 M, Sarcosyl al 0,5%).

1.2. Després de centrifugar, s’afegeix al sobrenedant 1 uyg dARN
de llevat, 0,1 ml d’acetat sdédic 2 M i pH 4, 1 ml de fenol i 0,2
ml d’una barreja de cloroform/alcohol isoamilic (49/1).

1.3. Agiteu enérgicament la suspensid i refredeu-la sobre gel
durant 15 minuts.

1.4. Després de centrifugar, ''ARN present a la fase aquosa
s’extreu amb fenol, es precipita amb etanol i es resuspén amb
aigua estéeril.

2. Procediment de la RT-PCR en temps real
2.1. RT-PCR en temps real especifica de grup (Aguero et al., 2008)

Aquesta RT-PCR en temps real especifica de grup esta
dirigida a la VP7 del VPE i permet discriminar el conjunt de
serotips i soques coneguts del VPE que circulen actualment. A
meés, s’ha utilitzat amb bons resultats en els laboratoris de
referéncia nacionals dels estats membres de la Unié Europea
que han participat en proves d’aptitud organitzades cada any
pel laboratori de referéncia de la Unié Europea entre 2009 i
2015. Igualment, en un estudi col-laboratiu internacional
organitzat al 2015 en el marc de la xarxa de laboratoris de
referencia de I'OIE, aquest protocol figura entre els millors
classificats.

Sequeéencies dels encebadors i de la sonda per a la deteccio
dels virus de la pesta equina:

- Encebador anvers: 5-CCA-GTA-GGC-CAG-ATC-AAC-AG-
3

- Encebador revers: 5-CTA-ATG-AAA-GCG-GTG-ACC-GT-
3,

- Sonda TagMan amb grup MGB: 5-FAM-GCT-AGC-AGC-
CTA-CCA-CTA-MGB-3’

2.1.1. La solucié mare dels encebadors es dilueix a una concentracid
de treball de 8 yM (“solucié de treball de I'encebador 8 pM?),
mentre que la sonda es dilueix a una concentracid de treball
de 50 pM (“solucié de treball de la sonda 50 pM”). Cal
dissenyar una disposicid de les plaques problema que
s’introdueix en el programa informatic de I'aparell de PCR en
temps real. Utilitzant aquesta disposicié com a guia, afegiu 2,5
ul de cada solucidé de treball de 'encebador 8 uyM a cada cel-la
que conté mostres d’ARN aixi com controls positius i/o
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negatius (la concentracié final de I'encebador sera d’1 uyM en
els 20 pl de la barreja de reaccio de la RT-PCR). La placa es
manté sobre gel.

Es barregen 2 upl dARN aillat (mostra problema i control
positiu) o 2 ul d’aigua exempta de ribonucleasa en els controls
de reaccidé negativa, amb els encebadors anvers i revers.
Aquesta barreja es desnaturalitza per escalfament a 95°C
durant 5 minuts, seguida d’'un refredament rapid sobre gel
durant com a minim 5 minuts.

Prepareu un volum apropiat de barreja de reaccié de la RT-
PCR d’una etapa en temps real per al nombre de mostres a
analitzar seguint les instruccions del fabricant. S’afegeix 0,1 ul
de la solucidé de treball de la sonda 50 yM a cada cel-la que
conté mostres d’ARN (la concentracio final de la sonda sera de
0,25 pM en cada cel'la que contingui mostres d’ARN). Es
distribueix a cada cel-la 13 uyl de barreja de reaccidé de la RT-
PCR d’una etapa en temps real sobre la placa PCR que conté
els encebadors desnaturalitzats i FARN.

La placa se situa en un termociclador en temps real programat
per a la transcripcio inversa i 'amplificacié de '’ADNc/deteccid
de fluoresceéncia. Les condicions d’amplificacié consisteixen en
una primera etapa de transcripcio inversa a 48 °C durant 25
minuts, seguida de 10 minuts a 95 °C (“inici en calent”), i de 40
cicles de 15 segons a 95 °C, 35 segons a 55 °C i 30 segons a
72 °C (0 40 cicles a 97 °C durant 2 segons i 55 °C durant 30
segons si s’utilitzen reactius i un termociclador que permetin
reaccions rapides). Les dades de fluorescéncia es mesuren a
la fi de I'etapa a 55 °C.

La prova es considera no valida si les corbes d’amplificacio
obtingudes soén atipiques, llavors cal repetir-la.

Les mostres es consideren com a positives si el valor Ct
(nombre de cicles en qué la fluorescéncia generada en una
reaccio supera el llindar de fluorescéncia) és inferior o igual al
llindar Ct definit (35) en els 40 cicles de la PCR (Ct = 35).

Les mostres es consideren com a no concloents si el valor Ct
és superior al llindar Ct definit (35) en els 40 cicles de la PCR
(Ct = 35).

Les mostres es consideren negatives quan s’obtingui una
corba d’amplificacid horitzontal que no superi el llindar en els
40 cicles de la PCR.

RT-PCR en temps real especifica de grup (Guthrie et al.,
2013)
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La RT-PCR en temps real utilitza sondes de transferéencia
d’energia per ressonancia de fluorescéncia (FRET) per
detectar I’acid nucleic del VPE.

La prova de la RT-PCR per al virus de la pesta equina descrita
ha estat dissenyada utilitzant sequencies d’'una gran varietat
de soques salvatges del VPE que circulen actualment. (Quan
et al., 2010). Incorpora, igualment una prova de control extern
sintétic patentat per verificar el bon funcionament dels
components de la prova.

Els estoigs per a la PCR d’una etapa en temps real soén
disponibles comercialment. A continuacié es descriuen
algunes etapes basiques, segons la descripcid de Guthrie et
al. (2013), susceptibles de ser modificades en funcié de les
exigencies locals/especifiques de cada cas, dels estoigs
utilitzats i de I'equip disponible.

Sequéncies dels encebadors i de la sonda per a la deteccio
dels virus de la pesta equina:

- Encebador anvers: 5-AGA-GCT-CTT-GTG-CTA-
GCA-GCC-T-Z

-  Encebador revers: 5-GAA-CCG-ACG-CGA-CAC-
TAA-TGA-3’

- Sonda TagMan amb grup MGB: 5-FAM-TGC-ACG-
GTC-ACC-GCT-MGB-3’

2.2.1. Les solucions mare de barreja dels encebadors i de la sonda
es preparen a una concentracido 25x: a 5 uyM per als
encebadors anvers i revers i de 3 uyM per a la sonda. Cal
dissenyar una disposicioé de plaques de prova que s’introdueix
en el programa informatic de I'aparell de la PCR en temps real.
Mitjancant I'Us de la disposicié com a guia, s’afegeixen 5 ul de
mostres d’ARN, que comprén les mostres problema i els
controls positiu i negatiu, a les cel-les apropiades de la placa
seguint la disposicio.

2.2.2. L’ARN es desnaturalitza per escalfament a 95 °C durant 5
minuts, seguit d’un refredament rapid sobre gel durant com a
minim 3 minuts.

2.2.3. Es prepara, seguint les instruccions del fabricant, un volum
apropiat de barreja de reaccio de la RT-PCR d’una etapa en
temps real per al nombre de mostres problema. S’afegeix a la
barreja de reaccid6 1 pl de soluci6 mare de barreja dels
encebadors i de la sonda 25x (vegeu el punt 2.2.1. anterior) a
fi d’obtenir una concentracio final a cada cel-la de 200 nM per
a cada encebador i de 120 nM per a la sonda. Es distribueixen
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20 pl de la barreja de reaccid a cada cel-la de la placa PCR
que contingui 'ARN desnaturalitzat.

La placa es col-loca en un termociclador en temps real
programat per a la transcripcid inversa i I'amplificacié del
DNAc/deteccio de la fluorescéncia seguint la recomanacioé del
fabricant. Les condicions d’amplificacid¢ poden ser Iles
seglents: una primera etapa de transcripcid inversa a 48 °C
durant 10 minuts, seguida de 10 minuts a 95 °C, i 40 cicles de
15 segons a 95 °C i 45 segons a 60 °C.

Les mostres es consideren positives si la fluorescéncia
normalitzada per a la prova RT-PCR del VPE supera el llindar
de 0,1 en menys de 36 cicles de la PCR amb totes les
repliques d’una mostra.

Les mostres es consideren com a dubtoses si la fluorescéncia
normalitzada per a la prova RT-PCR del VPE supera el llindar
de 0,1 entre 36 i 40 cicles de la PCR amb alguna réplica de la
mostra.

Les mostres es consideren negatives si la fluorescéncia
normalitzada per a la prova RT-PCR del VPE no supera el
llindar de 0,1 en 40 cicles de la PCR amb totes les repliques
d’una mostra i si la fluoresceéncia normalitzada per a la prova
de control extern sintétic patentat supera el llindar de 0,1 en 33
cicles de la PCR.
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